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武彬，博士，美国生物分析学会(ABB)授予的综合
实验室主任，目前是美国亚利桑那生殖医学研究中心
试管婴儿实验室主任。在西北农业大学获得学士，硕
士和博士学位。自从 1992 年，曾先后在美国爱达荷大
学、康奈尔大学和加拿大的圭尔夫大学留学和做博士
后。1999 年起开始在芝加哥从事人类胚胎生物工程--
-试管婴儿的研究和生产工作。 
长期以来，武彬教授主要从事动物遗传育种和胚
胎生物工程技术的研究和应用工作。1990 年以前曾率
先在国内从事动物血液蛋白质多态性的遗传标记研
究，并发表论文二十余篇，获奖四项，被西北农业大
学破格晋升为副教授。1992 年出国后着重动物配子发生和胚胎发育的分子机制研究，在国
际杂志上率先发表 c-Mos 原癌蛋白在牛卵母细胞成熟中的调节作用。1994 年在澳大利亚国
际胚胎移植会议上获得研究竞赛二等奖。此外，他也率先探测到 c-fos、c-jun 原癌基因在
绵羊胚胎发生过程中表达作用。他运用分子生物学方法和 Confocal 显微镜技术系统地研究
牛、羊卵子发生和胚胎发育的分子机制，曾在 SCI 国际杂志以及国际学术会议上发表论文
和报告 30 余篇，并获奖四次。1998 年被西北农业大学评为教授，博士生导师，并给研究
生讲授分子生物学和现代生物技术进展等课程。 
近十多年来主要从事人类试管婴儿的研究和临床工作，并继续卵子和胚胎的发育机制
以及精子、卵子和胚胎的遗传学诊断，例如 PGD 和 PGS。因此，他具有娴熟的胚胎生物工
程和分子生物学技术，尤其他是卵母细胞体外成熟、胚胎体外培养移植、胚胎显微操作技
术，如单精子显微注射治疗雄性不育、卵裂球分离作为遗传诊断、以及胚胎生物工程等方
面的专家。 
武彬博士是美国生殖医学学会、国际胚胎移植学会、生殖生物学学会、美国生物分析
学会以及欧洲人类生殖和胚胎学会的职业学会的成员。他也从这些学会获得一些重要的奖
项。2014年 7月被美国胚胎学家学会授予杰出胚胎学家荣誉。 
 
[编者序言] 
3 
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在人和动物生殖领域中，胚胎移植技术已经成为世界范围内最大的产业。人的体外受
精技术在不孕不育治疗领域快速发展。研究哺乳动物受精和早期胚胎发育不仅为研究动物
体外受精技术提供了颇有价值的工具，同时也带动其商业应用的快速发展。到目前为止，
这些技术的发展经历了三个阶段：第一，传统的动物胚胎移植，主要是用于牛（为了提高
产量而超排卵）；第二，为了提高人和动物体外受精的胚胎数量。第三，近些年体细胞核移
植技术和动物转基因产品是克隆技术发展最显著的体现。在改良动物品种的动物产业中，
胚胎移植技术同样得到广泛应用。在人类，世界各地为治疗不孕夫妇建立了许多生殖中
心。随着胚胎移植技术经验的长期积累，许多有关人和动物胚胎移植方面的书籍相继问
世。以往大部分书籍介绍胚胎移植的操作过程和流程，本书则着力于胚胎移植的新进展，
讨论在胚胎移植过程中遇到的理论和技术问题，并用实例说明如何使用创新技术提高妊娠
率，以此使读者，尤其是胚胎学家和医生可以获得一些新的、有用的信息以及一些关键的
应用技术。 
这本书包括五个部分，共 16 章。第一部分为序言。在第二部分，着重介绍最佳的卵巢
刺激方案——自然周期和卵巢微刺激方案。然后，本文分析了每个取卵周期多少个卵母细
胞对于人体外受精-胚胎移植（IVF）实践是最佳的。如果刺激产生过多的卵，常常会导致
卵巢过度刺激综合征的发生。所以，有一个章节专门讨论卵巢过度刺激综合征的诊断、预
防和治疗。第三部分，列举了先进的受精技术。先介绍了正常精子的生理学，然后分析了
不育患者的精子、异常染色体和 DNA 片段的减数分裂。接着又讨论了卵细胞浆内单精子注
射（ICSI），如精子形态学选择微注射（IMSI）和透明质酸捕获精子用于 ICSI(PICSI)。最
后，我们介绍一些可以使无精症的男性不育者实现生孩子梦想的新技术和方法。第四部
分，主要讨论了改善胚胎移植技术操作来增加妊娠率，包括最佳胚胎移植技术、囊胚选择
和单胚胎移植以及性交和妊娠率直接的关系。在最后的部分，将讨论子宫内膜容受性和胚
胎种植。更有意思的是，还发现了迄今为止有 20 多种与子宫胚胎种植窗和妊娠失败相关的
生物标记物。所以，在这本书中，作者以最大努力提供新的信息以帮助胚胎学家和 IVF 医
生改善人的 IVF妊娠率。 
在此，向为本书各个章节杰出的内容付出心血和汗水的作者表示衷心的感谢。 
武彬博士Bin Wu， Ph.D., HCLD (ABB) 
美国亚利桑那生殖内分泌与不孕中心 图森 
 
[刘平序言] 
4 
 
刘平序言 
她一直有开展辅助生殖技术的梦想! 
为王素改医师译著《胚胎移植新进展》而序 
 
我与本书主译者王素改医师相识多年，大约在二十年前，她曾作为进修医师在我院妇
产科进修，当时我院已有试管婴儿出生，每个在这里进修的医师都对这些神奇生命的诞生
油然而生一种敬意。很多人回到原单位后，从事方向由普通妇产科转向了生殖内分泌，有
些更是成为本单位辅助生殖技术的创业者。 
2011 年春节期间，我接到王医师的电话，她所在的石家庄市第一医院准备开展辅助生
殖技术，她在筹建人工授精（IUI）实验室，因为条件简陋，担心申报困难，请我去帮助参
谋一下。那次见面，她告诉我进修回去后她一直有开展辅助生殖技术的梦想，始终没有放
弃。2012 年 10 月在美国加州圣迭戈参加年度生殖医学年会（ASRM）期间，我与王医师不
期而遇，分外高兴，王医生告诉我她正在美国进修学习，来参加 ASRM 会议时就打算好要找
到她所熟悉的生殖医学专家和她曾经的老师们。会议期间我们一起参加了华人团体的学术
聚会，并合影留念。 
武彬教授主编，InTech 出版的英文版《胚胎移植新进展》一书，由王素改医师带领她
的团队进行了认真、详实的翻译，借受邀为此书写序的机会，本人通览全书中英文，文中
内容不乏新颖细致之精华，使人受益匪浅。在此我非常高兴地向国内同行推荐这本译著。
以世界上第一个试管婴儿出生为标志的辅助生殖技术经过了三十多年的发展，在进入二十
一世纪以来，随着我国改革开放和医学科学技术的快速发展，在我国也迎来蓬勃发展的阶
段。国内广大从业人员不断地学习提高，从各种渠道获取新技术新信息，参加国内外主办
的各种继续教育课程和学术会议，使我国辅助生殖技术的掌握和实施达到了与国际同步的
水平。此刻，由王素改医师主译的《胚胎移植新进展》一书的出版，无疑会给国内广大同
行增加一本有学术价值的参考书。在此感谢作者和译者的辛勤耕耘！ 
然而，本人也认为，随着辅助生殖技术发展的日新月异，一些学术观点不免受时代和
作者本身认识的局限性的影响，尚存挑战和争鸣。翻译内容以“直译”为主，避免过多受
译者观点修饰，但也可能造成与原文之间的一些差距，但总体来说，翻译准确，语言精
练。 
在此，我由衷地祝愿王素改医师早日实现理想，让我们一起为梦想插上翅膀，展翅飞
翔！ 
 
        
刘平 
北京大学第三医院生殖医学中心 
2014年 7月 9日于北京 
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照片 
美国加州圣迭戈生殖医学年会合影（左 王素改，右 刘平） 
 
 
 
 
石家庄市第一医院生殖医学科全体医务人员合影 
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译者序言 
 
人类不孕症是 21 世纪社会问题之一。近些年来，由于环境污染和精神压力等诸多因
素的影响，不孕症发病率逐年增加，据报道占总人口的 10%~15%，这些严重影响不孕夫妇
的身心健康，甚至给家庭和社会带来不安定的因素。辅助生殖技术的出现和快速发展给不
孕症家庭带来福音，使他们能够圆一个做爸爸妈妈的梦。近几十年辅助生殖技术飞速发
展，体外受精-胚胎移植（IVF）领域不断出现新理论及新技术，使得这一学科的相关知识
不断更新。 
本书是 2012 年由 InTech 出版社出版，全面阐述了辅助生殖领域最新进展，密切结
合临床，特别注重实用性。从最佳的卵巢刺激方案，到男性不育、授精技术的新进展、胚
胎移植技术操作技巧及胚胎冷冻保存等都做了详尽的描述。特别对子宫内膜容受性的最新
研究成果如与种植相关的标记物进行了阐述，并对未来生殖医学的发展如胚胎干细胞研
究、卵细胞核移植、卵细胞浆置换、单性生殖、胚胎克隆等进行了展望。对从事辅助生殖
技术的医务人员、胚胎学家以及科研工作者确实是一本很有价值的参考书。 
我有幸作为河北省人力资源和社会保障厅资助的优秀出国人员，于 2012 年到美国费
城访问学习，在 InTech 看到了此书。为了使更多的同行从此书受益，了解胚胎移植领域的
最新进展，最终使千万个不孕家庭受益，使他们和正常人一样享有做父母的权利，我便组
织我们科室人员进行中文翻译，由此他们付出了艰辛的劳动。更幸运的是，我们还得到本
书作者武彬教授的大力支持和帮助，并给予审校指导。事实证明我们的团队非常优秀，通
过翻译不但提高了专业英语翻译水平，还使得专业知识得到了强化和更新，工作起来更得
心应手。译者们衷心希望通过本书的翻译及出版，普及胚胎移植技术的相关知识，使更多
的从业人员更新观念和了解相关的专业知识，最终使广大患者受益。 
在此，我们谨对本书作者武彬教授以及《国际生殖健康/计划生育杂志》《国际妇产
科学杂志》编辑部李淑杰主任在出版编辑中提供的无私帮助，表示衷心的感谢。由于译者
水平有限，在翻译过程中难免存在一些不妥或错误之处，恳切祈望国内同道和广大读者批
评指正。 
 
中国河北省石家庄市第一医院 
生殖医学科  王素改 
2014年 5月 
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第一部分 介绍篇 
第一章  胚胎移植新进展 
Bin Wu 
Arizona Center for Reproductive 
Endocrinology and Infertility， Tucson，Arizona  USA 
1．引言 
  体外受精-胚胎移植（IVF-ET）指的是用辅助生殖技术把一个或几个胚胎置入女性子
宫内以获得妊娠的过程。近代生物技术的发展使其已经成为世界领域杰出的产业之一。IVF
技术由于研究目的不同被广泛用于人类和动物。在畜牧业，饲养员想获得最佳遗传结构畜
群的质量和数量以增加牛奶产量，胚胎移植已经成为最强大的工具。而在人类，胚胎移植
被用于不孕症夫妇使他们能圆一个做父母的梦想。这项技术可追溯到很早，但是现代应用
起于 20 世纪 70 年代（Stepto and Edwards,1978）。在过去的三十年里，胚胎移植技术的
发展经历了三个阶段：第一阶段，源于超促排卵，非手术和移植获得更多的胚胎，特别用
于牲畜；第二阶段，取卵体外受精靠试管获得更多的胚胎；第三阶段，随着实验室技术的
发展特别是显微操作技术的发展，应用体细胞克隆技术、胚胎干细胞技术和植入前遗传学
诊断技术，转基因技术等，使得这项技术进入了一个崭新的发展阶段。与此同时，商业性
的动物胚胎移植已经成为一个大的国际商务（Betteridge，2006）。人类胚胎移植也在世界
范围内用于不孕症的治疗。在 2009 年美国疾病控制中心的报告中仅在美国就有 442 家辅助
生殖技术中心开展 IVF。胚胎移植，除了通常所说的男性精子之外，涵盖了从女性卵巢刺
激（开始）到子宫容受性（结束）的整个过程。在全过程中，许多新的生物技术都有了发
展（见图 1）。这项技术包括最佳卵巢刺激方案、取卵技术、不成熟卵的体外成熟技术
（IVM）、体外受精技术、卵胞浆内单精子注射、移植前遗传学诊断、囊胚培养技术、最佳
子宫环境的识别等等。这里，我们将着重介绍人类胚胎移植关键生物技术的最新进展。 
图 1.从卵巢到子宫的胚胎生物技术图示 
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2．卵巢刺激技术 
目前据我们所知，女性卵巢在出生时大约有 2,000,000 个含有初级卵母细胞的始基卵
泡，到青春期有 300,000 到 400,000 个初级卵母细胞。自青春期开始，卵巢卵母细胞在性
激素如卵泡刺激素（FSH）和黄体生成素（LH）和雌激素的刺激下开始不断地发育、成熟、
排卵。但是正常的育龄妇女每次月经周期仅排出一个卵子，如此是为了确保妇女能够有一
个单胎妊娠。然而，在辅助生殖技术 IVF 周期中，对那些不孕妇女，为了获得更多的怀孕
机会，需要在单个周期中使用高剂量的促性腺素来刺激卵巢以便能取到更多的卵子。目
前，在美国比较流行的刺激方案，通常使用三种类型的药物：1).抑制 LH 峰值直到卵子发
育成熟即将排卵。促性腺激素释放激素类似物（GnRH-a）如：亮丙瑞林（利普隆）和促性
腺激素释放激素拮抗剂 (GnRH-anta)如：加尼瑞克和西曲瑞克。2).FSH 产品刺激卵泡发育
如果纳芬(Follistim，Bravelle，Menopur)。3).HCG 促使卵泡的最终成熟。使用这些刺激
卵巢的方案就能选择一个或多个可供移植的胚胎，而剩余的胚胎还可以冷冻储存以供以后
的移植周期使用（Macklon et al.,2006）。目前所有的 IVF 中心都有标准的卵巢刺激方案
（Santos et al.,2010），这些方案就是使用外源性的促性腺素作为常规刺激卵巢以获得较
多的卵子。这些方法在大部分患者身上很有效果。由此也促使了许多先进的药物公司生产
各种用于辅助生殖技术、胚胎移植的药物。然而，近些年研究证实卵巢刺激本身对卵子的
发生、胚胎质量、子宫内膜容受性以及围生结局都有损害效应。在常规的 IVF 周期中取卵
数量也是被考虑的重要的方面（参看本书第三章），如果使用刺激方案产生了太多的卵子，
常常会导致卵巢过度刺激综合征（OHSS）的发生。在标准的 IVF 方案要求使用大剂量注射
药物以获得多个卵泡发育，这些药物既昂贵又对身体有潜在的危害，在实施过程中，要仔
细观察以确保其安全性及有效性。对患者来讲，要增加获卵数以获得较多的可供移植的胚
胎，就要花费大量的时间和药物。另外，在标准的方案或传统的 IVF 周期，冷冻保存剩余
的胚胎还可以在以后的非刺激周期解冻移植。总的期望抱婴回家率 IVF 方案不同也有所不
同。首先很大程度上依赖于患者的年龄，近来有些 IVF 中心在 IVF 时采用了自然方法或微
刺激方案，获得了较好的结果。最近在辅助生殖技术领域实用技术方面发生了新的变化，
就是在 IVF 过程中较流行小剂量或微刺激方法或自然周期法、不成熟卵母细胞体外成熟法
（Edward，2007）。这些技术各有好处，将来能很好地灵活使用。这些方法的一个共同点是
在不孕治疗中使用药物较少。这个概念就是与标准的 IVF 周期相比，可使药物用量减少
50%到自然周期的 100%。使用药物减少，就意味着血液监测和超声监测相应减少，由此操
作减少，从经济学角度也就省钱。对大部分方法来说，卵子越少，意味着实验室要做的工
作就越少。许多患者在实验室的花费常多于临床花费，如此说来，患者也就节省了实验室
的花费（参看第二章）。常规的 IVF 方案还有发生严重卵巢过度刺激综合征的风险。而这些
微刺激方案大大减少了这个风险，自然周期和不成熟卵母细胞体外成熟技术甚至消除了这
种风险（Tang Pedersen et al.,2012）。更重要的是某些常规 IVF 方案可能导致重度卵巢
过度刺激综合征的妇女因为症状严重甚至需要住院治疗（罕见）。不管怎样，这种技术需要
花更多的时间取卵其结果往往是因为每个取卵周期获卵数较少或仅有一个卵可用，导致每
个取卵周期的妊娠率很低。所以，这种方案仅用于年龄小于 30 岁的年轻妇女或大于 40 岁
的妇女。在这本书中，回顾了卵巢刺激的影响及其产生机制，并且对如何减少卵巢刺激对
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IVF结局影响的策略分别进行了阐述（参见本书第二章）。 
如上所述，卵巢过度刺激综合征是发生在不孕妇女用药刺激卵巢卵泡发育过程中所表
现的一个结果。在 OHSS，卵巢变得肿胀而引起轻重不等的临床症状。大约 1/4 的不孕妇女
在注射药物过程中产生轻度的症状，通常在一周后自然消失。如果妇女用药后怀孕，OHSS
症状将会持续几周。少部分用药的妇女会发生更严重的症状，表现为体重迅速增加，下腹
疼痛，呕吐，气短。我们应采取有效的措施来预防 OHSS 的发生。一旦发生了，应以重度
OHSS 指南指导治疗。其目的是缓解症状，预防并发症。本书第四章将详细介绍 OHSS 的诊
断、预防和治疗。 
3．人工授精和体外受精技术新进展 
受精标志着胚胎发育的开始。在受精之前，卵子和精子都必须经历一系列的成熟阶段
以获得能力达到成功受精。一直以来，对这阶段的研究更多的是面向改善家畜的有效繁殖
和保护濒临绝种的动植物。IVF 是胚胎移植的重要里程碑。在动物研究领域，IVF 为研究哺
乳动物受精和早期胚胎发育提供了一个极有价值的工具。IVF 是由人工取卵并体外受精的
一个过程。它在其他方法失败时为不孕症患者提供了一种主要的治疗方法。目前在世界范
围内，这项技术已经作为常规操作被广泛应用于治疗人类不孕症。IVF 最初被用于治疗因
输卵管阻塞不能受精的不孕妇女，多年以来证明，这项技术对帮助那些其他原因包括不明
原因不孕的妇女也非常有效。到目前为止，IVF 技术为许多不孕夫妇圆了他们做父母的梦
想。然而，IVF不仅仅是针对有不孕问题的妇女。 
男性精子的数量和质量也对卵子受精产生决定性的影响。精子功能异常多伴有不能结
合和穿过透明带。近二十年来，显微操作技术取得了巨大的进展，包括部分透明带切除术
(PZD)、透明带下注射术(SUZI)和细胞浆内单精子注射(ICSI)。这些方法大大地改善了卵子
的受精率。更重要的是 ICSI 技术能解决严重的男性不育问题，包括：1）无精子症；2）少
精子症；3）畸精子症（精子形态异常）；4）完全不活动精子（死精子症），若进一步了解
这些技术的进展情况，请参看本书第五章有关精子治疗。 
首先，在第五章，从生理学角度对精子基础知识进行了描述，并对男性不孕症的评估
进行了讨论。第二，精子染色体异常对胚胎质量和妊娠率有明显的影响。甚至在妊娠后会
导致多次流产。最近有许多关于精子染色体异常的研究，包括精子染色体检测和精子DNA碎
片分析等等。所以，在第六章对正常染色体不孕患者的精子进行荧光原位杂交技术
（FISH）和染色体减数分裂异常分析。这是一个非常有趣的结果。第三，最近些年，ICSI
技术又发展到了精子形态学选择微注射（IMSI）和透明质酸捕获精子选择微注射（PICSI）
(Parmegiani et al.,2010a b； Said & Land 2011； Berger et al.,2011)。许多诊所采
用这些创新技术后受精率和妊娠率明显增加了。这些技术主要目的就是在没有好的精子时
做ICSI来获得较高质量的胚胎用于移植。少精子症是精子数量减少常常伴有染色体畸变和
异常DNA片段的增加。所以，实验室选择精子做ICSI非常关键，在植入前胚胎发生方面直接
影响父方遗传。透明质酸（H）是卵丘基质中的主要成分，在IVF中，它在选择功能完善的
精子方面发挥着关键性作用。透明质酸捕获精子（HBS）表现为细胞质内包涵体和残余组蛋
白水平下降，HspA2 伴侣蛋白表达水平增加，染色体异常发生率显著下降。HBS与反应能力
增加之间的关系已成为目前临床试验的方向(Worrilow et al.,2010)。PICSI技术作为HBS
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的一项试验，在ICSI中选择透明质酸捕获精子已经成为治疗男性的少弱精不育症的新方法
(Parmegiani et al.,2010b)。除此之外，精子形态学选择微注射（IMSI)的研究新进展还
用于形态异常的精子（畸精子症）。这些技术已经开始被用于一些试管婴儿中心。这部分将
在第七章详述。 
最后，最严重的男性不育为无精子症，占男性不育的10%。无精子症分两种类型，其一
是由于生殖道解剖正常而睾丸活检证实睾丸内没有精子生成则诊断非梗阻性无精症
（NOA)。而另一种则为输精管梗阻所致的无精症(梗阻性无精症OA)。OA患者常见的原因是
先天性双侧输精管缺如或输精管梗阻重建手术失败。一旦证实睾丸和附睾功能正常，则可
通过手术解除梗阻。目前治疗男性不育最佳方法是用手术或非手术疗法通过睾丸或附睾获
得精子（Wu et al.,2005)。然而，有时候无论是通过精液还是睾丸活检都不能获得成熟的
精子，因此不成熟的精子单体或精母细胞二倍体或精原细胞，甚至体细胞像sertoli细胞核
或睾丸间质细胞也可能被认为像精子一样将父方的DNA植入卵细胞形成胚胎转移给母亲。在
第八章男性不育新进展有关章节（第八章）将进行详述。在这章中，从无精子症睾丸活检
的最佳操作方法以获取最佳应用精子（圆形精子或长形精子）到体外受精胚胎移植进行论
述。还对干细胞和体细胞产生人造精子新进展（还包括精子克隆新技术）一并进行讨论，
总之，所有的目的就是为了使无精症患者实现他们有孩子的梦想。 
4．胚胎移植技术 
胚胎移植技术至关重要，此步骤需要花费大量的时间和精力。它是IVF的最后一个步骤
也是最关键的步骤。无论多么好的体外受精实验室，均可因为医生稍微不小心的操作而毁
灭整个胚胎移植。整个试管婴儿周期还取决于胚胎着床位置。胚胎置入应以最轻微操作最
小创伤将其放置于宫腔中部。胚胎移植成功的终极目标是将胚胎无损伤地送达宫底使着床
最大化。 
胚胎移植可以通过几种不同的方式进行操作。经输卵管（ZIFT）、子宫肌层和经宫颈三
种方式。目前大多数胚胎植入是将一个特定的导管经子宫颈管插入宫腔。为了优化胚胎移
植技术，虽然曼苏尔和Aboulghar(2002)有一篇关于胚胎移植的文章很好地回顾了操作过
程，书中有两章节介绍应该采取一些预防措施和注意事项(第九章和第十章)。首先是使用
软导管、轻微地操作和避免碰触宫底。其次，正确地评价子宫腔大小和子宫屈度也非常重
要，可以提前虚拟胚胎移植过程和通过超声评价子宫宫颈角度和子宫腔长度。另一个重要
步骤是去除宫颈黏液，这样它才不会在撤出导管时又粘在导管上。最后要必须绝对保证胚
胎移植导管已通过宫颈内口将胚胎轻轻放在子宫腔。 
胚胎期不同阶段移植也对体外受精妊娠结局产生重要影响。我们知道，移植的时间和
数量对妊娠率有明显影响。目前的体外受精技术可能会使许多不孕不育夫妇实现他们做父
母的梦想，但多胎妊娠大大增加了围生期的母婴风险，容易发生一系列母婴并发症，主要
原因是在早卵裂期植入了3～4个胚胎。降低多胎率最好的方法是单胚胎移植。然而，这将
大大降低怀孕率。许多研究表明，从形态学选择质量好的胚胎特别是选择囊胚移植将获得
较高的植入率。因此自从1999年首次发明了一系列囊胚培养介质以来，延长胚胎培养至囊
胚期在各大生殖中心已经成为一种常规做法。相比卵裂期移植 (Gardner and 
Schoolcraft，1999；ovačič et al.,2004)，囊胚培养的好处在于以形态学为基础选择胚
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胎(Braude et al.,1988)预测着床率有更高的预测值（如果不考虑妊娠率而减少移植胚胎
数量(Gardner et al.,2000)），并且，囊胚期移植与子宫内膜容受性更同步。有趣的是，
Kovačič et al的研究(见第十一章)表明，在年轻患者组单胚胎移植与双胚胎移植有相似的
妊娠率。令人难接受的是，如果至少有一个囊胚形态学好，并移植双胚胎，双胎率还是很
高的。因此，对于年轻夫妇来讲，体外受精时基于囊胚形态学评估进行单胚胎移植来预防
多胎妊娠是可行的。 
另外，冻融胚胎移植(FET)在世界各地生殖中心也已经成为一种常规辅助生殖技术。它
是利用上一周期体外受精形成胚胎进行安全冷冻后再解冻进行植入。然而，与新鲜胚胎移
植相比，冻融胚胎移植妊娠率低，主要是由于冷冻和解冻过程对胚胎形态结构造成的损害
使囊胚幸存率低导致了低的着床率。因此，在解冻后再评估，移植一个或多个活的胚胎将
极大地改善妊娠率。在第十二章，有一篇文章介绍了培养后移植与未培养冻融胚胎移植妊
娠率的比较，这项研究提供了一种可行的方法来确定胚胎解冻后仍然存活，它采用胚胎过
夜培养，选择有卵裂球分裂的胚胎进行移植。在胚胎解冻后移植有卵裂的胚胎将可大大地
增加妊娠率(Joshi et al.,2010)。 
到目前为止，对于胚胎移植后是否性交仍有争议。一个大型的随机对照研究表明，胚
胎移植前后性交对改善胚胎着床率和提高妊娠率无明显影响。在第十三章，将对性交对辅
助生殖技术结局的影响提供有效的证据。 
5．胚胎着床与子宫内膜容受性 
胚胎在被成功移植后，继续生长、自透明带孵出最终在子宫壁着床。因此，着床是胚
胎发生学的最终一步，是成功妊娠的标志。在过去的三十年里，理解人类胚胎发育和植入
子宫的过程发生了巨大的变化。胚胎植入子宫的过程需要在子宫内膜容受和胚胎之间发生
微妙的交互作用。胚胎和子宫内膜之间这个复杂系列的互动过程可以分为三个不同的步
骤：定位、黏附、侵入(第十五章， Norwitz et al.,2001)。这错综复杂的交互过程需要
动态的胚胎和母体组织之间的对话。因此，显而易见，植入过程表现出子宫内膜的动态变
化和胚胎的发育必须同步。只要这些问题没有解决，IVF就很难成功。近些年来，许多研究
集中在提高胚胎质量和理解子宫壁组织动态的变化，因为大家都知道胚胎着床和子宫内膜
容受性有非常密切的关系(Horne et al.,2000)。女人怀孕不仅依赖胚胎的质量，还取决于
子宫内膜容受性。因为子宫内膜必须在短时间内经历一系列的变化为胚胎着床做准备，这
一短暂关键时期称为“种植窗”。超出这段时间，子宫将拒绝胚胎植入。如何确定这个窗口
对于获得高的妊娠率是非常重要的。由于材料的限制和其他哺乳动物物种存在显著差异，
确定人类胚胎着床的分子机制是一个非常具有挑战性的任务。最近的一些文献回顾性分析
了在保持组织完整性及胚胎种植时子宫内膜上皮细胞内表达的一些黏附分子(Singh and 
Aplin，2009)，并认为trophinin可能是囊胚滋养外胚层最初黏附到子宫内膜表面时唯一的
顶端细胞黏附分子(Fukuda，2008)。在小鼠中，囊胚上的ErbB4与肝素结合的表皮生长因
子，比如子宫内膜表面生长因子结合可以激活囊胚种植的初始阶段。人们已经提出，L-选
择素和其糖类配体是介导人囊胚最初黏附到子宫内膜上皮上的一套体系。有证据显示，L-
选择素和trophinin都包含在人胚胎种植中，同时，他们的相关功能和人胚胎种植时的细胞
黏附机制也被进行了描述(Fukuda，2008)。有趣的是，在胚胎种植期间可以在子宫内膜上
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皮细胞中发现一些重要的生物标记物，包括蛋白类、细胞因子类和肽类的基本表达
(Aghajanova et al.,2008)。同样，人类卵丘细胞也可以作为胚胎和妊娠结局的生物标记
(Assou et al.,2010)。因此，此书选了2篇有关胚胎种植机制的有趣的文献（第十四、十
五章）。这两篇文章探讨了控制人类子宫内膜容受性的神秘机制，该文献描述了大约20种生
物标记物在月经周期第20～24天与胚胎种植窗的区别。并且有趣的是，还能决定胚胎移植
时间和改善妊娠率。另外，筛查容受性标记物和对患者的评估可以用于增加单胚胎移植的
选择。 
从临床角度来看，反复种植失败是对IVF失败原因的理解。反复种植失败的原因可以是
子宫内膜容受性降低、胚胎缺陷或其他多种因素组成。各种子宫解剖学因素，如子宫内膜
薄、黏附分子表达的改变以及免疫因素等，都可能降低子宫内膜容受性。而男性或女性遗
传学异常、精子缺陷、胚胎非整倍体或透明带坚硬等都是胚胎着床失败的原因。子宫内膜
异位症和输卵管积水也是导致胚胎种植失败的原因。最近分子研究进展也描述了胚胎种植
失败的原因。我们利用部分章节对胚胎种植失败进行详尽描述的同时也推荐了一些可行的
治疗方法。 
6．生育冷冻保存 
生育冷冻保存是生殖科学重要的分支，包括配子保存（精子和卵子）、胚胎保存和用于
辅助生殖技术的生殖组织（卵巢和睾丸组织）保存。生殖细胞的冷冻保存是精子或卵子冷
冻、贮藏和解冻的过程。包括暴露于冷冻保护剂，零度以下制冷、保存，最终当使用时，
再解冻、去除冷冻保护剂，允许返回到生理环境继续发育。成功地冷冻、适当处理渗透压
避免细胞内冰晶形成对细胞损害是解冻的关键。目前，有两种技术用于生殖细胞或生殖组
织的保存：慢速程序化冷冻技术和玻璃化冷冻技术。在近十年，许多科学家和胚胎学家对
玻璃化冷冻技术更感兴趣。程序化冷冻技术最早用于在IVF程序中，被认为是对动物或人类
胚胎冷冻最有效的方法。最近的十年，科学家和胚胎学家对玻璃化冷冻方法更感兴趣，因
为它可以超快速冷冻胚胎和卵子而避免在冷冻过程中细胞内冰晶的形成。所以，可以节省
时间并且获得较高的存活率。为了更好地理解这两种方法，在第十六章将详细介绍生殖细
胞和组织包括精子、卵子、胚胎以及活检的卵巢/睾丸组织的冷冻技术。 
7．胚胎移植技术应用的展望 
如前所述，胚胎移植经历了三个阶段。在人类，大多数应用在第二阶段，即体外受精
胚胎移植用于不育夫妇的治疗。然而，第三阶段包括这项技术进一步发展，特别是胚胎显
微操作技术的改革，能促进我们进行各种各样的胚胎操作包括体细胞的克隆技术、胚胎干
细胞技术、植入前遗传学诊断技术、转基因动物产品等。因为女性原始生殖细胞(PGCs)可
变为卵原细胞，卵原细胞在卵巢内经过多次有丝分裂和进入第一次减数分裂前期停滞
(Eppig et al.,1989)。早期卵母细胞可通过卵巢组织体外培养和原始生殖细胞(PGCs)得到
（图1所示）。在胚泡期(GV)，可以通过核移植技术诱导卵母细胞重建(Takeuchi et 
al.,1999)。在高等生物包括人类，既有细胞核又有含DNA的线粒体。线粒体是位于核外的
细胞质，是负责能源合成的细胞器。卵母细胞在大量的细胞质含有丰富的线粒体(Spikings 
et al.,2006)。在正常的有性生殖，后代继承来自母亲的线粒体DNA。这种类型的遗传模式
6
[第一章  胚胎移植新进展] 
7 
 
一般被称作母系遗传。当母亲有缺陷的线粒体传给孩子，可能会导致致命的心脏、肝脏、
脑和肌肉疾病。为了防止这种遗传疾病，消除母亲有缺陷的线粒体DNA，母亲的核DNA可以
被转移到卵子捐献者提供的一个正常的去了核的卵子内(图2)。捐赠一个无核的细胞目的是
由另一个女人而非孩子的母亲提供孩子没有线粒体缺陷的DNA，这个结果导致一个三亲胚
胎。其细胞核是由精子和母亲卵子核融合而成，而细胞浆由去核的捐赠细胞提供。因此，
孩子DNA遗传来源于三部分，核DNA来源于父母，线粒体DNA主要来源于捐赠人（Zhang et 
al.,1999)。 
另外，有些高龄妇女不能产生正常的受精卵和发育好的胚胎，主要的问题是：高龄妇
女缺乏合成一些成熟启动因子，如细胞环素B，c-Mos原癌蛋白，细胞静止因子(Wu et 
al.,1997 a，b)。因此，新开发的卵母细胞重建技术的包括核移植和细胞浆替换技术可能
增加高龄妇女的怀孕机会。核移植技术是将高龄妇女的细胞核移入年轻妇女去核的卵细胞
使高龄妇女的细胞核能够完成一个正常减数分裂(图2)。细胞浆移植(图3)是将年轻妇女卵
母细胞浆的一部分转移到高龄妇女卵母细胞浆内以取代部分卵母细胞浆(Cohen，1998)。在
这种情况下，捐卵的健康部分细胞质可以补充不育受卵者有缺陷的部分帮助卵存活并变成
一个好卵。因此，由于卵核的存在，不育妇女的遗传信息得以保留而捐卵的细胞浆仅含有
促使卵存活的线粒体DNA能量的补充，仅占胚胎1%的遗传构成。一旦受精，胚胎将被植入不
育妇女的子宫内。遗憾的是，在美国诞生了许多人细胞浆移植婴儿之后，发生了许多伦理
学问题和医学并发症。在2001年美国政府禁止了这项技术操作。今天，生殖不育专家必须
将这些并发症总结归类并继续此项研究，纽约的新希望生殖中心获准继续这项研究。将来
有可能证明这项技术的发明不仅适用于非人物种，并且可用于人类，得到法律认可。 
 
图2.卵母细胞的核移植技术模式图 
 
高龄妇女的卵母细胞核被转移到一个年轻妇女去核的卵母细胞中，未成熟卵母细胞会诱发高龄妇女的
细胞核在卵母细胞成熟过程中完成减数分裂。高龄妇女丈夫的精子会被注入这个重建的卵母细胞形成一个
可用于移植的正常胚胎。 
 
随着卵母细胞体外成熟(IVM)和体外受精(IVF)技术的发展，又开发出了某些技术，如
精子性别检测、卵母细胞的激活、孤雌生殖等应用于动物研究和人类不孕症的治疗。性别
选择是试图控制后代的性别来实现所需性别动物。它可以有几种方法来完成：包括精子性
7
[第一章  胚胎移植新进展] 
8 
 
别选择和植入前胚胎性别选择。有一些文献发表了在牲畜精液进行性别选择(Seidel and 
Garner，2002；Seidel，2003)。目前成功分离精液的方法用流式细胞术分离携带X或Y染色
体的精子用于人工授精或IVF(DeJarnette et al.,2007，Blondin et al.,2009)。然而，
在人类治疗中，因性别选择涉及伦理问题而受到限制。因此，精子性别检测可被用于X性染
色体遗传病的治疗。 
图3.部分卵胞浆置换的卵母细胞重建技术模式图 
 
首先，高龄妇女的部分卵胞浆被去除，年轻妇女的细胞浆被置入高龄妇女细胞内，此细胞浆诱导高龄
妇女细胞核在细胞成熟的过程中完成减数分裂。然后，高龄妇女丈夫的精子将被注入重建的细胞内形成可
以用于移植的胚胎。 
 
精子性别鉴定技术开展受限主要原因是对活力差的精子效率非常低。卵母细胞的激活
可能会增加卵母细胞受精或导致孤雌生殖。结合可靠的核移植方法，卵母细胞激活可能产
生母系的单雌胚胎(Kawahara et al.,2008) 或父系的单雄胚胎(Wu and Zan，2011；
Tesarik 2002)。在本书第八章，描述了使用未成熟卵母细胞诱导男性体细胞完成减数分
裂。未成熟卵母细胞的细胞核被移除和男性二倍体细胞被注入这个去核的卵母细胞。在完
成减数分裂，诱导单倍体细胞核转移到正常女性成熟的卵母细胞形成一个双亲的可供移植
的胚胎。同时，本书还对精子基因组克隆技术进行了描述。一个单精子注入去核的卵母细
胞，这细胞经历单性生殖过程成为一个4～8细胞单倍体胚胎。这个单卵裂细胞被移植到一
个正常的成熟卵母细胞形成一个合子。发育后的胚胎被移植至受鼠体内而产生鼠后代。并
且，核移植研究显示当移植完全成熟的囊胚期受精卵，细胞核也从未成熟发育至MII期成熟
核。然而，在卵母细胞生成能力缺乏，体外受精后卵细胞核直径需大于65 μm时才能满足
发育需求(Niwa et al.,2004)。 
受精后，受精卵形成并在此期可观测到两个明显的原核。在生殖生物学领域两个基本
发现是前核期胚胎遗传学操作(Wilmut et al.,1991)。通过原核的移除和交换，能有力地
证明遗传印记的存在。通过注射外源DNA到卵细胞两个原核中的任意一个，由此产生的后代
的基因组中可能包含一个外源基因，被称为转基因技术。生产转基因动物产品在农业和医
学领域有广泛的应用(Niemann and Kues，2003)。在农畜牧业，转基因技术可用于开发快
速增长、高品质或抗病牛肉产品生产线(Greger，2010)。过去十年的转基因实践已经证
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明，插入一个生长调节基因至一农用牲畜，动物生长速度和饲料利用率会大大增加，而其
脂肪沉积则明显减少。这种技术已经改变了整个肉食动物产业(Wheeler，2007)。在人类，
此技术可将目标基因序列植入到预定宿主的DNA某个位点，用于治疗某些基因遗传疾病。 
动物克隆可能涉及胚胎克隆和成年体细胞克隆。在8细胞前早胚胎期，胚胎细胞可以分
散进入各卵裂细胞。每个胚叶细胞具有全能的胚胎细胞潜能，它具有按照核移植发育成新
个体的潜能，这就是克隆。胚胎分裂就是克隆的一种而且能产生一模一样的双胞胎。在人
类体外受精，人们从胚胎切取一个卵裂细胞，采用荧光原位杂交(FISH)技术或聚合酶链反
应(PCR)技术用于诊断一些遗传性疾病和性连锁遗传病。正常的胚胎活检可以不影响胎儿发
育并能分娩正常新生儿。并且，对胚胎来讲，冻融的过程还是相当粗暴的，并不是所有的
细胞或胚胎都能存活。冻融后，在一些胚胎常发生一个或几个细胞溶解，这些损害的细胞
或者发生胚胎停育或产生不良反应影响幸存胚胎的生长发育。最近新技术试图通过酸或激
光在透明带打出小洞移除溶解细胞碎片以此恢复胚胎的发育潜能。与没有清除溶解的细胞
碎片相比，胚胎细胞数量和形态有显著改善(Elliott et al.,2007)。这种方法已经被证明
能够极大地增加人类胚胎着床和妊娠率(Nagy et al.,2005)。 
另外，许多数据已经显示胚胎碎片比例与囊胚发育率呈显著的负相关关系(Eftekhari-
Yazdi et al.,2006)。如上所述，胚胎的碎片是可以被清除的。一些研究已经表明从第三
天的新鲜胚胎移除细胞碎片，可以增加胚胎发育率(Alikani et al.,1999；Eftekhari-
Yazdi et al.,2006)。 
在囊胚期可以观察到两种截然不同的细胞层、内细胞团(ICM)和滋养外胚层细胞(TE)。
内细胞团细胞是全能干细胞，可以产生胎儿所有的组织。目前已经通过体外细胞培养ICM研
发出胚胎干细胞(ES)。胚胎干细胞有分化成为胚胎三胚层各层细胞的能力而体外培养可保
持其不分化和不确定细胞增殖的能力。这样，结合细胞克隆和核移植技术，特定的干细胞
可以从胚胎的ICM产生。最近的成就表明，完全分化的细胞(包括胎儿和成人)可以重新编程
生成多潜能胚胎细胞，即非常类似于靠维持表达胚胎干细胞特质的重要基因和因子的胚胎
干细胞称之为多能干细胞(iPSCs)(Takahashi and Yamanaka 2006；Yu et al.,2007)。这
一发现为新药发现、细胞治疗和基础研究创造出有价值的多能细胞的新资源。 
十多年来，胚胎植入前的遗传学筛查(PGS)和胚胎植入前的遗传学诊断（PGD）已经被
用于协助识别第三天的非整倍体胚胎。然而，目前的方法，多采用荧光原位杂交技术
（FISH）细胞活检，允许少于一半的染色体被筛选。目前，FISH技术已逐步被竞争基因组
杂交(全息图)（CGH）或基因芯片分析所取代(Wells et al.,2008)。这种分析可以通过胚
胎的囊胚外胚层活检评估所有染色体，并可能显著减少第三天胚胎活检对胚胎的危害。滋
养外胚层活检从IVF囊胚内容物移取滋养外胚层细胞，这些细胞被用来检测染色体是否正
常，或采用PGD或PGS技术来检测特殊的基因缺陷。结合单基因和非整倍体疾病诊断，一些
芯片技术也提供了胚胎指纹的优势。然而，在基因芯片技术广泛应用之前，还需要获得更
多准确的数据和进一步降低有关测试的价格。 
8.结论 
胚胎移植不仅在动物品种遗传改良和创造新的动物品种方面已经成为一个全球范围内
的杰出产业。而且在治疗不孕不育夫妇实现他们有自己的孩子的梦想时也已成为最主要的
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工具。新开发的胚胎生物技术已经能够让没有精子(精子缺乏)的男人实现梦想——拥有一
个孩子。同时，各种创新的卵泡刺激技术，如最佳卵巢刺激方案，新开发ICSI技术，超声
引导胚胎移植、胚胎选择，寻求子宫生物标记，大大地改善了胚胎移植的妊娠率。随着新
的胚胎培养方法改进和PGD、PGS、CGH和电子芯片技术的发展，可选择一个质量好的胚胎进
行移植并减少了多胎妊娠的发生率。同时，胚胎冷冻保存技术的发展，特别是玻璃化冷冻
技术，大大地增加胚胎解冻后的生存率，即使取出单卵也增加了怀孕的机会。新开发的技
术，如胚胎克隆、核移植、转基因动物、干细胞等，在农业和生物医学领域都显示出极广
阔的前景。目前，这些技术已被或将被用于治疗人类不孕症。在接下来的十年里，这些技
术不仅会极大地促进动物遗传改良和创造新的动物品种，也会显著改善人类生殖健康。 
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第二部分 最佳卵巢刺激方案        
第二章  IVF 周期中卵泡微刺激方案和自然周期方案 
Jerome H. Check Cooper Medical School of Rowan University, Department of Obstetrics and 
Gynecology,Division of Reproductive Endocrinology & Infertility, Camden, New Jersey USA 
1．引言 
体外受精-胚胎移植技术（In vitro fertilization-embryo transfer，IVF-ET) 广泛
应用于大多数生殖中心，该技术的目的是在避免发生卵巢过度刺激的同时获得更多的成熟
卵母细胞，以提供更多可移植的优质胚胎。大多数生殖中心用传统的促排卵方案可以获得
较好的妊娠率，但是传统的促排卵方案需要注射高剂量且昂贵的FSH。有时在促排卵过程
中，卵巢过度刺激可能会对患者健康造成危害，尤其是重度卵巢过度刺激综合征（ovarian 
hyperstimulation syndrome， OHSS）。最近研究的热点是在 IVF的控制性超促排卵
（controlled ovarian hyperstimulation，COH）中，用最小剂量的FSH达到促排卵的效
果。IVF中低剂量刺激也就是所谓的微刺激不同的是：刺激起始时间从月经第5日取代原来
的第3日，FSH起始剂量低于常规剂量的50%，甚至为常规剂量的1/3～1/4，这样可以使质量
差的一部分卵泡先凋亡；IVF也可以选择自然周期, 包括单纯的自然周期和加用促性腺激素
释放激素拮抗剂及微量FSH的周期，以达到最好的获卵时机。温和刺激也可以利用其他的药
物，使卵巢募集较少的窦卵泡，如抑制脑垂体雌激素受体产生的枸橼酸克罗米芬和芳香化
酶抑制剂来曲唑，它们可以单独使用也可以随后加用低剂量的FSH来达到促排卵的效果。而
高于常规剂量FSH刺激方案多用于卵巢储备功能低下的患者，以获得更多的卵泡，这就是所
谓的高剂量刺激方案。 
长期以来，大部分生殖中心专家认为在卵巢刺激中获卵越多越好，本章节将会分别探
讨各种促排卵方法的优缺点。根据卵巢储备功能分别分析采用低剂量、常规剂量及高剂量
FSH刺激方案的优缺点。 
2．卵巢刺激的基本理论 
2.1 卵巢的卵子发生和分泌激素功能 
卵泡刺激素（follicle stimulating hormone，FSH）是窦卵泡发育成为优势卵泡的必
要因素，在有正常排卵的女性，卵泡的颗粒-膜细胞可以上下调节 FSH 受体水平，FSH 与卵
泡的颗粒-膜细胞发生复杂的相互作用。FSH 受体的上下调节作用又与促性腺激素释放激素
（gonadotropin releasing hormone，GnRH）的波动密切相关，GnRH 脉冲式的分泌 FSH 和
LH，导致雌二醇（E2）逐渐增加。反过来，E2 的增加抑制促性腺激素细胞对 FSH 释放，使
每个周期中被募集的大量窦卵泡中只有一个优势卵泡继续发育。尽管血清中 FSH 从早卵泡
期到月经中期不断下降，卵泡颗粒细胞上的大量 FSH 受体足以能够使其发育成为一个优势
的卵泡。理论上来说，在每个月经周期中，大量窦卵泡簇中至少有一个优质的窦卵泡发育
成为成熟的卵母细胞。而没有足够 FSH 受体的卵泡，随着血清中 FSH 的不断降低，逐渐走
15
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向闭锁[1]。 
随着促排卵药物的出现，如克罗米酚或促性腺激素，血清中内源性或外源性的 FSH 可
以升高，使卵巢募集到更多的窦卵泡发育成为优势卵泡，而那些 FSH 受体较少的窦卵泡则
需要更高剂量的 FSH来刺激。 
在一个卵泡发育成为成熟 MⅡ卵母细胞之前，大量卵泡产生 E2，E2 水平不断增加可以
诱导 LH 峰的生成。IVF 中常规的卵巢刺激方案是从月经周期第 2～3日开始用 225～300 IU
的 FSH。为了抑制促排卵过程中 LH 过早升高引起卵泡过早黄素化而影响获卵率，在月经的
黄体中期加用促性腺激素释放激素激动剂，一直用到下个周期晚卵泡期人绒毛膜促性腺激
素扳机时停止；或者是早卵泡期添加促性腺激素释放激素激动剂；或者是从中卵泡期到晚
卵泡期添加促性腺激素拮抗剂。 
2.2 卵巢储备功能和血清 FSH、LH 
卵巢窦卵泡计数是指早卵泡期窦卵泡的数量，这是衡量卵巢储备功能的一个指标。两
种主要抑制垂体分泌 FSH 的激素是 E2和抑制素 B。窦卵泡产生少量的 E2和抑制素 B，窦卵
泡数目少的女性由于抑制素 B的分泌减少，月经第 2、3日的血清 FSH升高[1]。 
正常卵巢储备功能的女性，月经周期第 3 日的血 FSH＞LH 并且 FSH≤11 mIU/mL。对于
卵巢有超过正常数量窦卵泡的患者，由于雄烯二酮不断转化为雌激素使总的雌激素水平不
断增加。雌激素对垂体正反馈的作用使 LH 分泌增加，而对垂体负反馈作用使 FSH 分泌减
少，最终使 LH/FSH比值不断升高，超过 1.8︰1。 
在自然周期，内源性 FSH 使窦卵泡开始生长，同时血清中 E2不断增加。血清 FSH 逐渐
下降使 FSH 受体最多的卵泡成为优势卵泡，最终单卵排卵。自然周期取卵所面临的挑战是
取卵时机的选择，要刚好在 LH升高到能使卵发育为减数分裂Ⅱ期的时候。 
迄今为止，尽管生殖泡或者减数分裂Ⅰ期的卵母细胞可以在试管中培养成为减数分裂
Ⅱ期的卵母细胞，并进一步正常授精，胚胎冷冻保存后移植，但是据报道并没有预期的妊
娠率和活产率[2]。 
3. FSH 刺激卵泡发育的方式 
3.1 卵巢温和刺激方案 
在没有外源性激素作用下，卵巢温和刺激方案中FSH的剂量从月经第3～5日150 IU起
始，如果添加了GnRH拮抗剂或者是血清E2水平升高不满意，FSH的剂量可增加至225 IU。 
有证据证明，卵巢窦卵泡中优势卵泡的产生不是一种巧合。这个卵泡是这一批窦卵泡
中最好的卵泡，含有最好的卵母细胞。不难理解，最早闭锁的一批卵泡也是质量最差的卵
泡。在中卵泡期，卵泡颗粒-膜细胞上含有更多FSH受体的质量较好卵泡，如果在这个时候
没有一个小剂量外源性FSH刺激，随着血清中E2不断升高和FSH的逐渐下降，这一批质量较
好并有可能成为优势的卵泡发生闭锁。 
在单纯的自然周期，我们所面临的问题是不能预测自发的 LH 峰。因此，我们要承担
取 卵 前 卵 泡 已 经 提 前 释 放 的 风 险 。 人 绒 毛 膜 促 性 腺 激 素 （ human chorionic 
gonadotropin，hCG）在自发性 LH 升高前应用，但 hCG 的应用要在不影响卵泡的成熟及卵
母细胞质量的基础上。 
为了避免 LH 峰提前出现并获得最好的优势卵泡，一些 IVF 中心在优势卵泡发育到接
16
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近 14 mm 的时候，增加 75 IU 的 FSH，加用或者不用 GnRH 拮抗剂。在使用 FSH 的自然周期
中，也可以使用 GnRH 拮抗剂方案来防止卵泡的过早黄素化，一种方法是用 3 日 GnRHa，如
月经第 2～4 日，GnRHa 的应用可以阻止晚卵泡期的 LH 峰的提前出现[3-4]。实际上，GnRHa
轻微刺激卵泡发育，卵泡的持续发育需要月经周期第 5 日开始的低剂量 FSH 的作用。另一
种方法是用稀释剂量的 GnRHa 和低剂量的 FSH 从早卵泡期开始应用，这就是所谓的微刺激
效应[5]。  
温和刺激方案是先用抗雌激素药物来募集少量的窦卵泡，再给予低剂量的 FSH 或者是
FSH/LH 的组合药物。例如：我们从月经周期第 3～7 日或者第 5～9 日用枸橼酸克罗米芬
100 mg/d，最后一日开始加 75～150 IU FSH[6-8]。其他的抗雌激素药物如他莫西芬和芳香
化酶抑制剂来曲唑可以代替克罗米芬用于促排卵[9-10]。温和刺激也可以从月经周期的第 3～
5 日开始直接用 75～150 IU 的 FSH 或者是女性绝经后促性腺激素（human menopausal 
gonadotropin，HMG），并加用 GnRH 激动剂或者拮抗剂。必须指出在拮抗剂方案中，如西曲
瑞克 （cetrorelix）或者加尼瑞克（ganirelix），可以增加 FSH大约 75 IU的用量。 
3.2 常规的卵巢刺激方案 
有几种常规的 COH 方案。生殖中心经常从黄体中期或者是从月经周期第 2 日开始应用
GnRH 激动剂。所谓的点火效应是利用 GnRH 激动剂在晚卵泡期促性腺激素抑制作用发生前
的早期激发作用。有些患者也可以在晚卵泡期当卵泡≥14 mm 时加用 GnRH 拮抗剂。在常规
的 COH 中 FSH 起始剂量是 225～300 IU，不常规添加 75～150 IU 的 LH。许多 IVF 中心用
225～300 IU 的 FSH 诱导多个卵泡发育，然后减少 75～150 IU，减量的 FSH 继续刺激已发
育的卵泡，使未发育的小卵泡闭锁。当有两个主导卵泡达到 18～20 mm 时，我们用 hCG 来
诱发排卵。有时 GnRH 激动剂可以代替 hCG 促进内源性的促性腺激素释放，减少 OHSS 发生
的风险[11]。 
3.3 高剂量 FSH 刺激方案 
高剂量的 FSH 刺激方案是指 FSH 起始剂量超过 300 IU。在大部分生殖中心，这种方案
常用于既往卵巢反应差的患者，目的是增加卵泡的反应。  
4．各种卵巢刺激方案的优势——卵巢储备功能正常 
4.1 常规 FSH的刺激方案和卵巢温和刺激方案相比的优势 
常规的 COH 方案目的是为了获得更多卵子和胚胎。理论上这种促排卵方案可以使我们
获得更多优质的可移植胚胎，特别是囊胚移植。胚胎越多，患者越有更多的机会在冷冻周
期移植。冷冻周期胚胎移植不仅减少了 OHSS 发生的风险，和新鲜周期相比还大大减少了患
者的费用，包括促性腺激素、GnRH 激动剂、GnRH 拮抗剂及麻醉剂等相关费用。IVF 最重要
的是旨在获得卵母细胞，形成胚胎后在新鲜周期或者冷冻周期进行移植，能够使患者妊娠
并且活产[12]。因此，我们获得的胚胎越多，每个成熟的卵母细胞发育成为一个妊娠胎儿的
机会就越大[12]。 
4.2 卵巢温和刺激方案和常规刺激方案相比的优势 
卵巢微刺激的一个主要优势是减少了所用药物的费用。由于胚胎实验室工作的减少，
IVF-ET 周期的费用也相应下降。我们生殖中心温和刺激促排卵周期可以减少患者约 50%的
费用。同时，FSH用量的减少也大大降低了 OHSS的风险。 
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有趣的是，常规刺激方案的支持者认为，胚胎越多，这些胚胎发育成为正常染色体胚
胎的机会就越多；而温和刺激方案的支持者认为在自然周期中减数分裂错误的卵母细胞更
容易发生凋亡，不能继续发育为优势卵泡。一项关于温和刺激和常规刺激中相同数量染色
体正常的胚胎中非整倍体比例的回顾性研究，即每个周期平均为 1︰8[13]。根据这个研究，
温和刺激方案要比常规的高剂量 FSH方案产生更多的染色体正常的胚胎[13]。 
另外，一些生殖中心通过胚胎植入前遗传学诊断（ preimplantation genetic 
diagnosis，PGD）在胚胎移植前选出染色体正常的胚胎，而完成这一过程需要更多的卵母
细胞和胚胎。目前 PGD 技术中荧光原位杂交（fluorescent in situ hybridization，
FISH）技术已经被更有竞争力的基因组杂交和芯片技术所取代，后者可以评估所有的染色
体。囊胚的滋养外胚层活检和第 3 日的胚胎活检相比可以显著降低对胚胎的损害[14]。但
是，这些程序不仅增加了额外的费用，还需要更高剂量 FSH 的刺激。温和刺激是优质卵母
细胞的自然选择过程，可以以最低的价格获得最好的胚胎。 
4.3 卵巢刺激方案和胚胎冷冻保存的关系 
另外一种避免严重 OHSS 的方法是冷冻所有的胚胎，延迟移植时间。但是这需要该生殖
中心有较好的冷冻胚胎移植成功率。温和刺激的优点是如果冷冻程序不是很成熟，他们不
必担心新鲜周期胚胎移植的妊娠率。事实上，评估每个移植周期的妊娠率，不应忽视每个
获卵周期的妊娠率情况。妊娠率的评估应结合新鲜和冷冻周期移植，如果不考虑新鲜周期
还是冷冻周期的话，最低限度也要结合第一周期移植妊娠率[12]。 
温和刺激的一个理论上的优势是自然选择最好的卵泡。在常规的刺激方案中，大量的
胚胎外观看起来形态相似，但是可能着床差。染色体异常的卵母细胞更容易发生闭锁。如
果有好的胚胎冷冻程序，所有的胚胎最终都会被移植。但是，胚胎冷冻程序做的不好的生
殖中心可能错过了在新鲜周期移植最好胚胎的机会，而温和刺激增加了最好胚胎在新鲜周
期胚胎移植的机会。 
5．控制性卵巢刺激—排卵后对子宫内膜的影响 
不育患者把自己的一半的卵捐献给受卵者，由于 COH 的不利影响，受卵者比捐卵者有
更高的妊娠率[15]。但是，妊娠率的不同可能和捐卵者由于输卵管积水而做过输卵管切除术
相关[16-18]。选择输卵管积水切除输卵管者作为受卵者，数据表明常规的 COH 对女性胚胎移
植后的妊娠率有一定的影响[19]。 
有时候例子可以更好的理解一个概念，不像病例对照研究那么抽象。一个多囊卵巢综
合症的闭经患者每个周期用克罗米芬或促性腺激素促排卵及黄体支持，连续 6 年。其它所
有的不孕因素都已经排除，但一直没有受孕。她在 3 个最好的 IVF 中心有 10 个 IVF-ET 周
期，获得共 92 个胚胎，均在新鲜周期移植都没有怀孕。但是在第 11 个 IVF 周期，所有的
胚胎都特意冷冻保存。最终她在第一个冷冻移植周期怀孕并生育了一个健康的孩子[20]。从
那以后，这个妇女开始恢复了自然排卵，并且通过性交自然受孕，加用黄体支持，最终又
生育了一个健康宝宝[21]。 
 Kerin 等[22]人认为在 IVF-ET 周期中，排卵期前卵泡自发排卵后不会引起黄体功能缺
陷。然而，早在 1980 年，Edwards, Steptoe 和 Purdy[23]发表文献，所有促排卵刺激周期
的黄体功能都会有异常。Edwards 等[23]公布了他们的研究数据，认为 GnRH 激动剂和拮抗剂
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不应成为促排卵的常规用药。因此，黄体功能不足与促排卵药物应用有关。黄体功能不足
与 GnRH 激动剂对垂体抑制作用的延迟恢复有关，在 GnRH 拮抗剂周期垂体功能能够迅速恢
复，但是仍然存在黄体功能不足，我们需要应用黄体酮或者是 hCG来提高妊娠率[24]。 
近来被广泛认可的理论依据是：COH 和 IVF-ET 周期的黄体功能不足和早黄体期多个黄
体分泌的超生理剂量的激素有关，它们通过负反馈直接抑制了垂体和下丘脑的 LH的释放。 
Bourgain 和 Devroey[25]总结了 FSH 在促排卵后对子宫内膜的不利影响。相对于自然
周期，在 FSH 刺激周期中：① 在 IVF 周期中，排卵后和早黄体期的腺体分泌使黄体中期的
内膜在腺体和基质发育不同步；② 子宫内膜的激素受体调节的改变；③ 促排卵对子宫内
膜的增生的抵抗作用；④ 种植窗口期子宫内膜标记物的过早表达，包括胞饮突、整合蛋
白、白血病抑制因子[25]。一些研究表示，一种称为孕酮诱导阻断因子（Progesterone-
induced blocking factor ,PIBF）的免疫调节蛋白在 COH 后早于早黄体期可以被检测到。
PIBF 在母胎界面的γ/δT 细胞表达，同时抑制了自身的自然杀伤细胞活性的表达。在一定
环境下，不成熟的滋养细胞的侵入使 PIBF 表达，机体发生同种异体反应，γ/δT 细胞表
达诱导孕激素受体产生，最终导致胚胎着床失败[26]。这些数据表明，不成熟的滋养细胞浸
润可能是移植后着床失败的原因[26]。显然，超过 3 日的围排卵期会导致较差的妊娠率（可
能到 0）[25]。 
可疑的是，前边提到的患者经历 6 年诱导排卵，10 个 IVF-ET 周期获得 92 个可移植胚
胎，最终冷冻移植周期妊娠和一次自然周期妊娠，可以用排卵窗口期提前和过早的滋养细
胞侵入来解释[20-21]。然而，有证据表明，黄体功能不足可以在黄体期补充黄体酮或 hCG，
以提高 IVF每个移植周期的妊娠率[23-27]，但是也有人认为黄体支持不能增加分娩率[34]。 
6．作者关于常规 FSH 刺激和温和量 FSH 刺激的经验 
良好的治疗建议是建立在大量前瞻性随机对照研究（randomized controlled trial，
RCT）的基础上的，但是现在很少有人去做这样的研究了。前瞻性队列研究的 Meta 分析可
以给出这样的建议，但是经常存有期刊审稿人和作者的偏见。如果没有明显的偏差和变量
的混淆，对比两种治疗方法的回顾性研究可以得出重要的临床结论。由于没有制药公司会
赞助这样一个研究，常规 FSH 刺激和微量 FSH 刺激对比的大量前瞻性 RCT 研究成为不可
能。 
如果要对比常规 COH 和温和刺激 COH 方案促排卵效果的不同，必须要考虑到每次促排
卵后的妊娠率。因此，大样本的回顾性研究的数据要来自于一个冷冻胚胎移植妊娠率高的
IVF 中心。我们生殖中心改进了缓慢冷却的胚胎冷冻保存技术，新鲜周期和冷冻解冻胚胎
移植周期的妊娠率没有差别[35-37]。我们中心的数据可以用来评价每一个新鲜周期或者是冷
冻移植周期（由于过度刺激的风险所有的胚胎需要冷冻保存）的妊娠率。同样，我们在评
估每次促排卵后妊娠率的同时，也有必要考虑到 COH IVF-ET 周期中所有冷冻胚胎的移植率
[12]。 
我们的数据来自于超过 10 年大样本回归性研究，对卵巢储备功能正常的患者进行常规
刺激和温和刺激的比较（数据在 2011 年日本东京举行的 IVF 世界年会上进行交流）。这些
数据是建立在患者所花费用减少 50%及 FSH 药物的费用减少 50%的基础上的。两种方案的结
果没有明显区别（表 1 和表 2）。如果不考虑新鲜或者冷冻胚胎移植，第一次胚胎移植妊娠
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率较高的是温和刺激。 
当然，在年轻组每个获卵周期的的妊娠率差异都没有显著的统计学意义（表 3），常规
促排卵组相对有较高的妊娠率。36～39 岁的患者用常规卵巢刺激的方案比温和刺激方案有
一个较高的妊娠率（32.5% vs. 26.7%, P ＜0.05）。 
表 1.新鲜周期胚胎移植的妊娠率 
 高剂量刺激周期 低剂量刺激周期 
取卵年龄 总数 ≤35 36～39 总数 ≤35 36～39 
取卵例数 859 536 323 396 265 131 
移植例数 678 418 260 288 194 94 
临床妊娠例数/移植例数（%） 44.5 50.2 35.4 43.8 51.0 28.7 
继续妊娠例数/移植例数（%） 39.8 46.4 29.2 41.3 47.9 27.7 
活产例数/移植例数（%） 36.1 41.9 26.9 38.5 44.8 25.5 
着床率（%） 27.0 32.1 19.7 30.0 34.6 20.1 
 
表 2.第一次新鲜周期或冷冻周期胚胎移植的妊娠率 
 高剂量刺激周期 低剂量刺激周期 
取卵年龄 总数 ≤35 36～39 总数 ≤35 36～39 
取卵例数 790 498 292 342 238 104 
临床妊娠例数/移植例数（%） 43.5 49.2 33.9 44.4 49.6 32.7 
继续妊娠例数/移植例数（%） 39.4 45.8 35.4 41.8 46.6 30.8 
活产例数/移植例数（%） 35.7 41.2 26.4 39.2 43.7 28.8 
着床率（%） 26.0 31.0 18.6 29.8 33.0 22.2 
 
表 3.每个获卵周期的妊娠率 
 高剂量刺激周期 低剂量刺激周期 
取卵年龄 总数 ≤35 36～39 总数 ≤35 36～39 
临床妊娠例数/移植例数（%） 55.9 64.4 41.8 48.2 57.0 30.5 
继续妊娠例数/移植例数（%） 49.2 58.0 34.7 44.4 52.5 28.2 
活产例数/移植例数（%） 45.3 53.0 32.5 41.9 49.4 26.7 
 
7. 卵巢储备功能降低和不孕症 
众所周知，随着年龄的增长，卵巢早卵泡期的窦卵泡会越来越少[38]。随着窦卵泡数量
的减少，抑制素 B 分泌减少，提前发育的卵泡分泌的 E2 水平升高，最终导致月经第 3 日
FSH 升高。随着生育年龄的增大，女性卵巢的卵泡更容易发生错误的减数分裂，导致胚胎
非整倍体率增高。年龄大于 45岁的患者，虽然 FSH在正常范围，但是妊娠率很低[39]。 
从含有最好线粒体的卵母细胞发育成为次级卵母细胞到次级卵母细胞发育成为一个窦
卵泡，整个过程是个自然选择的过程，这可以用来解释低妊娠率和高流产率现象。年龄大
的患者在自然选择的过程中，可选择的卵泡会越来越少。线粒体质量下降导致减数分裂错
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误的风险增加，最终导致低妊娠率和高流产率。 
另外一个对立的假设是除了年龄导致线粒体老化和减数分裂异常外，卵泡的选择仅是
依位置而定的。二十世纪八十年代的研究发现，卵巢储备功能下降的年轻患者，尤其是月
经第 3 日 FSH 水平升高者，妊娠率很低[40-43]。很多大的 IVF 中心认为，年轻的患者伴有
FSH 升高超过 15 mIＵ/mL 者，尽管移植了几个外观形态正常的胚胎，但是活产率仍然很低
（甚至是 0)[44-45]。综上所述，很多生殖内分泌学家（不是指作者本身）认为，随着患者年
龄的增长，妊娠率降低和卵母细胞的质量下降有关。 
8. 作者关于卵巢储备功能下降的经验 
如果患者有残存的卵母细胞，但是卵巢储备功能显著下降， FSH 水平达绝经后水平，
妊娠率几乎为 0，很难解释高促性腺激素和低雌激素性闭经的患者在不借助任何辅助生殖
技术的情况下，其中在 11.7%的排卵者中 1年内最少能达到 28%的妊娠率（19/68)[47]。一部
分患者我们可以用雌激素和促性腺激素来降调节 FSH 受体，随后再用低剂量的促性腺激素
治疗[47]。年龄≤39 岁的雌激素升高的患者，血清 FSH 平均值为 18.9 mIU/mL,在没有接受
辅助生殖技术的情况下，临床妊娠率和妊娠超过 6 个月所占比例分别为 46.1%及
34.6%[48]。不仅 FSH＞100 pg/mL 有月经的患者在没有任何辅助生殖技术的帮助下都能自然
妊娠[49]，而且有明显更年期症状的且 FSH 水平达到 164 mIU/mL 的患者[50],甚至是更年期妇
女出现明显的卵巢萎缩者都可以自然妊娠[51-52]。有一个 40 岁女性，伴有更年期、闭经、雌
激素缺乏症状很多年，FSH 达到 124 mIU/mL（甚至有时达到 180 mIU/mL），曾经做了 4 次
供卵的新鲜周期胚胎移植均未受孕，但是通过降低升高的 FSH 和提高卵巢对促性腺激素的
敏感性，而成功受孕[53]。在 2011 年美国生殖医学年会上，我提供了一组关于年龄≤37 岁
且月经周期第 3日 FSH＞15 mIU/mL 的患者用自然周期或者是温和刺激周期加用黄体支持方
案的相关数据。临床妊娠率和活产率分别是 41.6% (n=24)及 33.3%，以 FSH 正常为对照组
（月经周期第 3日 FSH≤8 mIU/mL），对照组的妊娠率和活产率分别为 70.8%和 62.5%。  
据报道，有研究者对伴有输卵管问题的围绝经期患者，在降低 FSH 水平和恢复少量剩
余卵泡的敏感性的基础上，诱导排卵达到成功受孕[54-55]。一名有月经且第 3 日 FSH 升高的
患者，在 8 年时间里做了 4 个周期的 IVF-ET-ICSI，共生育了 3 个孩子[56]。Roberts 等[45]
的研究认为，患者 FSH 超过 15mIU/mL 均不能活产，即使有足够的卵巢刺激和形态正常的胚
胎。他们认为，高 FSH 使好的卵母细胞的大量减少及剩余卵母细胞质量下降相当于大于 45
岁妇女的卵母细胞[45]。由此可见，尽管有卵母细胞的严重消耗，此类患者有活产的孩子证
实了这个结论是不正确的[45-47]。 
近来，有一个对 IVF 人群中卵巢储备功能下降且血清 FSH＞15 mIU/mL 的患者进行研
究，该研究是通过第 3 日胚胎的的卵裂数及碎片指数来评估妊娠率和着床率[57]。这个研究
只是针对单一胚胎移植的患者，如果超过 6 个分裂球（占到移植的 65%）每个移植周期有
40%的临床妊娠率及 31.7%的活产率，而移植 4 或 5 细胞胚胎时仅有 3.8%和 9.5%的妊娠率
[57]。 
大部分 IVF 中心正常卵巢储备功能的患者的控制性超促排卵是从月经周期第 2 日或第
3 日以最少 FSH 225 mIU/mL、大部分 300 mIU/mL 起始。当对于卵巢储备功能下降的妇
女，大部分生殖中心会增加 FSH 的起始剂量，以获得更多的卵泡。但是这部分人群对高剂
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量的促性腺激素反应往往由于没有反应而周期被取消。但是，大部分的相关报道是选择有
较多的卵子储备、药物反应好的人群，他们用常规或高剂量的 FSH 刺激方案，获卵数一般
最少 5个，但妊娠率差[40-45]。 
9. 关于以上研究结果和作者的经验相矛盾的解释 
有明显更年期症状的患者要恢复排卵必须有窦卵泡，但是卵巢中的窦卵泡对内源性或
者是外源性的促性腺激素存在抵抗，血清 FSH 的升高使 FSH 受体的调节作用下降[58]。外源
性的雌激素可以降低血清中的 FSH，下调 FSH 受体，然后患者在内源性或者外源性促性腺
激素的作用下促进优势卵泡进一步发育[59]。也有人认为，单纯雌激素就可以改善卵泡对
FSH 的敏感性，而不用再下调 FSH 水平。但是，相反的是，高促性腺激素闭经的患者可以
通过用 GnRH激动剂或者拮抗剂来达到降低血清 FSH水平，最后成功诱导排卵[47,59-60]。 
在细胞水平，经常会出现过量的激素刺激的反向调节，这样就可以解释为什么高剂量
的 FSH 刺激会有很少的卵泡发育，而微量的 FSH 刺激反而卵巢反应很好。一个很好的例子
是一例医源性更年期患者经用克罗米芬来提高内源性的 FSH，停克罗米芬后，她能有 3 个
优势卵泡发育，且 E2＞800 pg/mL[61]。可能的解释是，温和刺激和常规剂量及高剂量外源
性 FSH 刺激方法相比，能够促进更多的优势卵泡发育。另外在 IVF 人群中的差异没有统计
学意义。 
高剂量的 FSH 刺激的不良妊娠结局的原因还不确切，高剂量 FSH 刺激可能影响的是胚
胎的质量而不是子宫内膜（作者的个人经验），卵巢储备功能下降患者选择冷冻周期移植并
不能改变妊娠结局。可能的原因是在早卵泡期高 FSH 增加减数分裂的错误和非整倍体胚
胎，高 FSH受体的降调节更多的是影响胚胎本身。 
10. 作者关于卵巢储备功能低下的温和刺激方案 
对卵巢储备功能下降的患者，温和 FSH 刺激方案是利用患者自身升高的 FSH,而不再另
外添加外源性的 FSH。对接近更年期的妇女，通过降低血清 FSH 水平来恢复卵巢颗粒-膜细
胞的 FSH 受体[62-63]。作者的经验是用价格便宜的炔雌醇来降低 FSH 水平，可以提高子宫内
膜的厚度和宫颈黏液，若卵母细胞在取卵前排掉，正常的性生活有机会怀孕。和其他的雌
激素相比，如 17β雌二醇、炔雌醇可以在所募集的及成熟的卵泡中测到[64]。炔雌醇还可以
使卵泡期延长，使子宫内膜在雌激素的刺激下生长及诱导孕激素受体的产生[65-66]。 
如果围绝经期患者 FSH 升高，有一个提前发育的卵泡，同时雌激素升高，最好的方法
是在不加用外源性 FSH 的前提下，使卵泡自然发育[55]。如果 FSH 只是轻微的升高，卵泡的
发育不够快，这时可以给予低剂量的 FSH（75～150 IU）。同样，如果仅有 1～2 个窦卵
泡，且 FSH降至正常范围，这时可以用低剂量的促性腺激素（FSH或者 FSH/LH混合物）。 
前面提到的高 FSH 的人群研究，92 个起始刺激周期均是自然周期，然后单胚胎移植
[57]，其中 60 个周期成功获卵。数据的分析是依据起始的周期，不包括周期取消的病例，
周期取消可能和药物价格便宜，没有发育成熟的卵母细胞，或者在取卵前排掉，周期取消
率在常规刺激或高 FSH 刺激没有太大差别。60 个卵母细胞中有仅 19 个（33%）发育成为可
移植胚胎，有 21%的临床妊娠率和 16%的活产率。 
另外一组选择增加一定剂量的促性腺激素有较好的妊娠结局，70%(80/116)发育成为成
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熟的卵母细胞，75%的移植率。临床妊娠率和活产率分别是 29%和 24%[57]。卵巢储备功能下
降的女性，FSH＞12 mIU/mL 及高雌激素水平，常用的是自然周期，内源性的雌激素水平不
断升高可以降低早卵泡期 FSH 的水平，再加用 75～250 IU 的 FSH,这组患者一般会有超过
一个的胚胎可移植。 
如果月经周期第 3 日的 FSH 轻度升高，正常的温和刺激方案是从月经第 5 日起始用
75～150 IU FSH 和后期加用 GnRH 拮抗剂。卵巢储备功能下降不太明显的患者对药物的反
应要好些，大部分进入周期的患者可以取卵、移植。我们的数据给出了和年龄相关的流产
率，而不是 FSH水平（2011 年发表在 Pacific Coast Reproductive Society ）。我们对比
了年龄和 FSH的升高对妊娠率的影响，表 4 是年龄≤39 岁的年轻女性，表 5是年龄在 40～
45 岁。直到 43 岁以后，当用温和刺激促排卵，FSH 水平才会影响到活产率。这个数据在所
有 IVF 的患者中通过评估流产患者的非整倍体性获得的。正常 FSH 病例组是在其它生殖中
心多次 IVF 均未受孕再来我中心的，而高 FSH 病例组由于月经第 3 日高 FSH，既往均未在
其它中心做过 IVF，因此数据可能存在一定偏差。 
表 4.年轻组妇女年龄及 FSH 水平与妊娠率的关系 
年龄 ≤35 36～39 
基础 FSH 水平（mIU/mL） ≤11 12～14 15～17 ＞17 ≤11 12～14 15～17 ＞17 
移植例数 2,120 111 37 88 1,313 120 47 93 
活产例数/移植例数（%） 45.2 42.3 48.6 45.5 33.4 35.0 29.8 36.6 
流产例数/移植例数（%） 11.9 13.9 13.3 12.8 17.2 11.4 7.1 22.9 
 
表 5.高龄组妇女年龄及 FSH 水平与妊娠率的关系 
年龄 40～42 43～44 
基础 FSH 水平（mIU/mL） ≤11 12～14 15～17 ＞17 ≤11 12～14 15～17 ＞17 
移植例数 737 103 30 65 121 30 18 25 
活产例数/移植例数（%） 23.1 20.4 30.0 27.7 24.0 10.0 0.0 8.0 
流产例数/移植例数（%） 27.3 32.3 36.4 30.4 34.4 75.0 100.0 75.0 
 
11. 卵巢储备功能下降的患者温和刺激方案的其它研究 
并不是所有的研究都认为温和刺激方案是对反应差的病人增加妊娠律的关键因素。
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Kolibianakis 等[44]在 78 个改进的自然周期中，先是以 100 IU 的 FSH 起始，当卵泡≥16 
mm 后加用加尼瑞克，并没有激素水平的测定，没有一例活产。以上结果可能和 hCG 应用太
早，卵泡没有完全成熟有关。Kim 等[67]发现低剂量 FSH 刺激周期活产率为 13.5%，而高剂
量 FSH 刺激周期活产率为 16.7%。这个研究并不支持高剂量的 FSH 刺激方法妊娠结局较差
的观点。但是，需要指出的是每日 225 IU 的 FSH 是一个低剂量，而大部分生殖中心对卵巢
储备功能下降的女性经常用更高剂量的 FSH。  
另一个回顾性研究，针对关于自然周期和常规及高剂量的 FSH 周期的妊娠率比较，所
选都是卵巢反应差的患者，最终都只有一个胚胎可移植。作者报道在自然周期有 20%
（6/30）的妊娠率，在高剂量 FSH 周期是 8.3%（23/274）的妊娠率。尽管以上研究用了低
剂量的 FSH 刺激方案，但是他们并没有遵守作者特定的原则。刺激程序上的不同可以解释
在其它研究中的低妊娠率 [69]。 
12. 结论 
在 IVF-ET 中正常卵巢储备功能的患者，温和刺激和常规 FSH 刺激方案中活产率没有差
别。但是考虑到 OHSS 的风险和所花费用，卵巢储备功能正常的患者可选择温和刺激的方
法。如果女性生育年龄＞35 岁，最好是选择常规 FSH 剂量的刺激方法。如果应用低温保存
技术，把多余的胚胎进行冷冻保存，给不孕患者增加了一个新的希望。 
对于卵巢储备功能下降的患者，大量的数据支持了低剂量 FSH 刺激方案的应用。许多
大的 IVF 中心认为，卵巢储备功能下降的女性的妊娠率降低并不是和卵子的质量有关，而
是常规或者是高剂量 FSH 应用的直接影响。我们对这样的患者，重要的不是进一步增加
FSH 水平，而是利用内源性或者外源性的雌激素来降低 FSH 到正常水平，然后再用 FSH 刺
激。 
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第三章 获卵数影响第 3 日和第 5 日胚胎移植的妊娠率吗？ 
Veljko Vlaisavljević， Jure Knez and Borut Kovačič Department of Reproductive 
Medicine， University Medical Centre Maribor Slovenija 
1．引言 
卵巢刺激方法的选择是辅助生殖技术（medically assisted reproduction，MAR）中
一个重要的组成部分。在这个领域的大量研究提高了我们对发生在这个过程中生物学现象
的认识，同时也促进了卵巢刺激方法的发展。然而，现在还没有足够的证据证实获得多少
个卵子才能够达到预期的妊娠率及活产率。首先，本章会阐述MAR的特定的发展历史。接
着，讨论目前的卵巢刺激方案、卵巢刺激希望达到的目标，胚胎培养和胚胎移植的结局。
一个单中心10年的MAR研究旨在解决的问题是：要想达到胚胎移植后高的临床妊娠率，最佳
获卵的数量是多少？ 
2．卵巢刺激和胚胎移植的里程碑  
从MAR技术开始，增加活产机会是研究者最重要的努力目标。在二十世纪七十年代早
期，第一例成功妊娠的胚胎移植是Edwards和Steptoe在自然周期实施的，而且仅获得（在
腹腔镜下取得）一枚卵子。世界第一例IVF成功妊娠的婴儿 Louise Brown 在1978年出生
（Edwards &Steptoe，1980)，在此之前有很多IVF失败的尝试。这些多个第一次的尝试为
世界范围的MAR成功奠定了基础，Edwards 和 Steptoe描述了从44例患者，65个自然周期中
获得45枚卵子，最终有3例成功妊娠。因此，每个获卵周期妊娠率为9.1%，分娩率为6.8%。
从此以后，MAR技术水平不断提高。在二十世纪八十年代早期，最重要的进步是人绝经期促
性腺激素(human menopausal gonadotropin，HMG)的使用，实现了控制性超促排卵
（Controlled Ovarian Hyperstimulation，COH）和多个卵泡生长。这样能够获得多个卵
子，大幅度增加了胚胎的数目和随后成功妊娠的可能性。HMG的应用引起了进一步的研究和
开发，改变了促性腺激素使用的方法，提高了效率，但是，详细说明这个过程已经超出了
本章的范围。 
3．卵巢刺激面临的挑战 
3.1 卵巢过度刺激综合征 
随着促性腺激素在MAR控制性超促排卵中的应用，带来了一个可能危及生命的并发症—
—卵巢过度刺激综合征（ovary hyperstimulation syndrome，OHSS） (Brinsden et 
al.,1995)。可以确定的是，OHSS风险性和卵巢对刺激的反应密切相关，包括HCG日卵泡数
目、获卵数和雌二醇（E2）水平(Asch et al.,1991)。之前的研究证实，OHSS的风险随着
获卵数的增加而增加，尤其是当获卵数大于10个时(Reljič et al.,1999)。严重的OHSS是
MAR中一种严重的，可能危及生命的并发症，在标准卵巢刺激方案中平均发生率为1%～
3%(Fauser et al.,1999)。但是，迄今为止，没有可靠的预测OHSS发生的指标。基于这些
事实，近十年的很多研究旨在选择温和的促排卵方法来消除OHSS的发生(Revelli et 
al.,2011)。 
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3.2 卵巢刺激方法 
卵巢刺激方法是医学辅助生殖技术中重要的组成部分。抑制垂体的长效GnRH激动剂和
重组或纯的尿源性的FSH联合应用是最常用的卵巢刺激方案(Macklon et al.,2006)。但是，为
了使MAR更加安全，温和刺激方案的应用不仅减少了并发症的发生，还减少了MAR治疗的费
用(Fauser et al.,1999)。随着GnRH拮抗剂在卵巢刺激方案中的应用，FSH延长到中卵泡期开始
应用，由此可以减少促性腺激素的用量，使外源性激素的干扰最小化 (Fauser & van 
Heusden，1997)。另一方面，在GnRH拮抗剂刺激周期可以使用GnRH激动剂来替代绒毛膜促
性腺激素(human chorionic gonadotrophin,hCG)进行扳机，可以减少OHSS的发生。用拮抗剂
方案，OHSS可以被完全消除，甚至在获卵很多的高反应患者(Humaidan et al.,2011)。 
    尽管有以上新的卵巢刺激方法，但获卵数目仍然被认为是每个MAR周期结局的重要预测
指标。但是在关于卵子的数目和MAR妊娠结局关系的相关研究中，结果是相互矛盾的
(Hamoda et al.,2010；Letterie et al.,2005；Meniru et al.,1997；Sunkara et al.,2011；Yoldemir 
et al.,2010)。并且，随着IVF技术在全球的应用，某些国家采取新的限制性立法政策限定每
个MAR刺激周期获卵的数量。由于缺乏可靠的数据，专家们这些立法的观点和治疗成功的结
局经常是相互矛盾的。因此，有必要做进一步的研究来确定获卵数量对于MAR结局的预测。 
3.3 胚胎培养和移植方法 
    如果移植一个以上的胚胎，多胎妊娠是MAR中最常见的并发症。因此，近年来社会学家
提倡MAR技术的目标是实现单胎妊娠(欧洲人类生殖及胚胎学会(European Society of Human 
Reproduction and Embryology [ESHRE] Task Force on Ethics and Law, 2003)。减少多胎妊娠
发生最简单的方法是严格执行单胚胎移植策略。但是，这会使妊娠率显著下降。在过去二
十年，随着胚胎培养基的不断发展，使胚胎能够延长培养到囊胚期。很多人主张囊胚移植
是由于囊胚期胚胎比卵裂期胚胎能够更好地进行形态学评估。虽然对这一问题的看法仍不
统一，但是近期的很多研究证明囊胚移植有更好的妊娠结局(Papanikolau et al.,2008)。
因此，在一篇近期的循证医学综述中提出，囊胚移植的妊娠率和活产率显著高于卵裂期移
植(Blake et al.,2007)。 
目前，越来越多的发达国家通过立法在MAR特定情况下强制实施单胚胎移植（主要是年
轻患者），以降低多胎妊娠的发生率。因此面临的问题是：如何选择最好的胚胎来达到最大
的妊娠率，同时降低多胎妊娠的发生率？基于以上事实，需要进一步解决的问题是，在什
么情况下获卵数是选择单胚胎移植或多胚胎移植、是移植卵裂期还是囊胚期胚胎的一个决
定因素。 
4.获卵数对胚胎移植成功的影响 
一个关于在MAR中获卵数和妊娠结局的回顾性研究在Maribor大学的生殖医学和妇科内
分泌科进行，总共纳入6,989例IVF和ICSI取卵周期。卵巢刺激方案中用GnRHa/GnRH-ant和
重组FSH（Gonal-f®, Serono International SA, Geneva, Switzerland)/HMG(Menopur®, Ferring 
Pharmaceuticals Inc.,Saint-Prex, Switzerland) ， 具 体 用 法 之 前 有 详 述 (Vlaisavljević et 
al.,2000)。经验丰富的胚胎学家在受精第2日对胚胎质量进行评估，而囊胚的分级是在受精
后第5日进行(Kovačič et al.,2004）。胚胎移植在受精后第3日或第5日进行。按胚胎评估
标准，在第3日如果获得超过4个受精卵并且超过3个优胚的话，我们在第5日对患者进行囊
32
[第三章 获卵数影响第 3 日和第 5 日胚胎移植的妊娠率吗？] 
33 
 
胚移植(Kovačič etal.,2002）。通过和患者协商，胚胎移植可以选择在第3日或第5日进
行。临床妊娠是指在患者妊娠6周超声检查有原始心管搏动。胚胎冻融移植周期、
PGD(preimplantation genetic diagnosis，PGD)周期或IVM( in vitro maturation，IVM) 周期均
不在研究之内。 
根据获卵数量对患者进行分类，各分类变量之间，计数资料用X2检验，计量资料用t-
检验或u-检验。不同获卵数组间连续变量之间的的比较采用方差分析。为了进一步研究获
卵数量和临床妊娠率的关系，建立逻辑回归模型。该模型调整了在单因素变量分析中影响
妊娠率的混杂变量分析（既往有过MAR史、年龄和促性腺激素的剂量）。数据分析采用
SPSS17.0统计学软件(SPSS Inc, Chicago IL)。 
4.1 每个取卵周期的分布 
在6,989个研究周期中，共获得61,793个卵子。获卵的中位数为8 [四分位数间距(IQR) 
4～12] ，产生胚胎的中位数为4[IQR 2～7]，图1为每个取卵周期分布的描述。 
4.2 MAR周期的结果 
根据获卵数量对周期数进行分类。每个周期的临床妊娠率为37.1%，每个移植胚胎的妊
娠率是41.0%。每个获卵周期和胚胎移植周期的分娩率分别为29.8%和32.9%。具体临床结果
见表1。 
4.3 临床妊娠率和胚胎形成率与获卵数量的关系 
临床妊娠率和胚胎形成率通过计算每个周期的获卵数得到。获卵数越多，妊娠率也随
之增加，11～15个卵达到顶峰，之后保持不变，但是当卵巢高反应超过20个卵子的时候，
妊娠率会下降(表1和图2)。然而当获卵数超过11～15个之后妊娠率并没有显著性改变。但
是，随着获卵数的增加，卵巢刺激的相关风险特别是周期取消率增加，尤其是获卵数超过
20个时(表1)。关于获卵数量影响胚胎移植结果的相关报道结论是不一致的。一些专家认
为，获卵数量对于胚胎移植后的妊娠率没有直接关系 (Letterie et al.,2005；Yoldemir et 
al.,2010)，其他的报道则认为妊娠率随着获卵数的增加而增加。在这些研究中最佳的获卵
数量的范围是5～15个 (van Gast et al.,2006；Meniru & Craft,1997；Timeva et al.,2006)。但
是这些研究大部分是单中心、小样本的研究。近来，Sunkara 等对英国IVF中心的数据进行
了大规模的回顾性研究得出结论，15个是最佳获卵数量(Sunkara et al.,2011)。我们的研究结
果是，对近7,000周期进行统计学分析，为达到最大的临床妊娠率，卵巢刺激的最佳获卵数
量是11～15个。 
4.3.1 低获卵数量 
如上所述，当获卵数少于5个时，妊娠率和分娩率显著降低。通过分析以上数据，每组
之间的妊娠率均有显著差别（表2）。在多因素分析中排除了年龄和既往MAR史两个因素的影
响之后，差异仍然很显著。 
已经证实，卵巢刺激后低获卵数和卵巢老化、原始卵泡池的耗竭有关(Tarlatzis et 
al.,2003)。卵巢储备功能低的患者在IVF中对卵巢刺激的反应差 (Revelli et al.,2011)。但是，
低获卵率和妊娠率之间的关系尚不清楚。 
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图1.获卵数的分布 
 
表1.依据获卵数进行分类得到的MAR结果 
获卵数 1～5 6～10 11～15 16～20 ＞20 总计 
周期数 2,396 2,405 1,269 544 375 6,989 
年龄(SD) 36.1(2.4)a 33.8(4.6)b 32.6(4.2)c 32.2(4.4)c 32.0(4.2)c 34.2(4.7) 
既往MAR周期数(SD) 2.0(2.4)a 1.6(2.1)b 1.5(1.9)bc 1.4(1.9)c 1.3(1.6)c 1.7(2.2) 
获卵数 7,765 18,823 16,061 9,571 9,573 61,793 
受精卵(2PN) 4,910 11,552 9,668 5,686 5,510 37,326 
D2胚胎 4,837 11,352 9,454 5,565 5,381 36,589 
移植周期 2,027 2,241 1,213 513 332 6,326 
D5胚胎移植 14.0%a 69.4%b 86.7%c 92.6%d 94.3%d 58.2% 
取消周期 15.4%a 6.8%b 4.4%c 5.7%bc 11.5%ab 9.5% 
移植胚胎 3,502 4,040 2,123 828 489 10,982 
冷冻胚胎 295 2,212 2,544 1,982 2,150 9,183 
临床妊娠 532 954 638 286 184 2,594 
平均受精率 75.6%a 77.2%ab 77. 6%ab 79.3%ab 83.8%b 77.3% 
妊娠率/周期 22.2%a 39.7%a 50.3%c 52.6%c 49.1%c 37.1% 
妊娠率/移植 26.3%a 42.6%b 52.6%c 55.8%c 55.4%c 41.0% 
冷冻囊胚周期 8.3%a 38.9%b 58.3%c 73.0%d 83.5%e 37.0 
abcde 每个分类中，不同上标的字母代表数据之间是有差别的，相同上标的字母则代表数据之间差异没有统计学意义（P＜0.05）。 
在常规刺激中使用高剂量促性腺激素，而获卵数低意味着卵母细胞质量差。而且，高
剂量的卵巢刺激方案会影响子宫内膜的质量(Gougeon,1996；Pal et al.,2008)。另一方
面，如果获卵数较多，我们可以在大量可利用胚胎中选择优质胚胎进行移植(Devreker, 
1999；Pal et al.,2008)。相反，温和的卵巢刺激产生高质量的卵子，并且胚胎的非整倍
体性染色体发生率低，虽然获卵数量少但妊娠率相似(Verberg et al.,2009)。然而，关于
这个问题的相关研究较少，近期的Meta分析只包括3个获卵数较低的研究(Verberg et 
al.,2009)。以上研究报道了相对低妊娠率，15%～21% 。更重要的是，这些研究没有考虑
到胚胎的冷冻保存周期，如果增加胚胎冻融周期进行分析，可能会拓展了传统卵巢刺激的
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范围。理论上，温和刺激是一个切实可行的选择，尤其是针对卵巢反应差的患者，低剂量
的促性腺激素可以得到预期的高质量的卵子和子宫内膜。但是由于数据有限，当前的报道
不能提供足够的数据支持，最后，在MAR治疗中定义的温和刺激方案还需要进一步的研究。 
 
图2.临床妊娠率与分娩率和低获卵数之间的关系 
 
表2.低反应者的周期特点（＜5卵） 
 
4.4 年龄的影响 
 除了卵子的数量，年龄被认为是在周期开始时预测成功妊娠的最重要因素之一。根据女
性患者的年龄对周期进行进一步分类。年龄增长是MAR周期中独立于获卵数的显著的不利影
获卵数 1 2～3 4～5 总数  
周期数 305 983 1,108 2,396  
年龄 37.9(4.2)a 36.7(4.4)b 35.2(4.6)c 36.1(4.6) P＜0.001 
既往MAR周期 2.0(2.4)a 2.1(2.7)a 1.9(2.2)a 2.0(2.4) P＞0.05 
应用过促性腺激素（IE） 2,979a 2,789b 2,518c 2,692 P＜0.001 
获卵数 305 2,467 4,993 7,765  
受精卵（2PN） 212 1,574 3,124 4,910  
D2胚胎 205 1,532 3,100 4,837  
移植 185 828 1,014 2,027  
D5移植比例 0.5% 3.0% 25.4% 14.0%  
取消周期 39.34% 15.77% 8.48% 15.40% P＜0.001 
移植胚胎 186 1,368 1,948 3,502  
冷冻胚胎周期 0 41 254 295  
临床妊娠 16 184 332 532  
平均受精率 78.2%a 75.0%a 75.8%a 75.6% P＞0.05 
妊娠率/周期 5.30%a 18.70%b 30.00%c 22.20% P＜0.001 
妊娠率/移植 8.70%a 22.20%b 32.70%c 26.30% P＜0.001 
囊胚冷冻周期 0%a 3.30%b 15.10%c 8.30% P＜0.001 
第三章 获卵数影响第 日和第 日胚胎移植的妊娠率吗？
范围。理论上，温和刺激是一个切实可行的选择，尤其是针对卵巢反应差的患者，低剂量
的促性腺激素可以得到预期的高质量的卵子和子宫内膜。但是由于数据有限，当前的报道
不能提供足够的数据支持，最后，在 治疗中定义的温和刺激方案还需要进一步的研究。
图 临床妊娠率与分娩率和低获卵数之间的关系
表2.低反应者的周期特点（＜5卵） 
年龄的影响
除了卵子的数量，年龄被认为是在周期开始时预测成功妊娠的最重要因素之一。根据女
性患者的年龄对周期进行进一步分类。年龄增长是 周期中独立于获卵数的显著的不利影
获卵数 ～ ～ 总数
周期数
年龄 ＜
既往 周期 ＞
应用过促性腺激素（ ） ＜
获卵数
受精卵（ ）
胚胎
移植
移植比例
取消周期 ＜
移植胚胎
冷冻胚胎周期
临床妊娠
平均受精率 ＞
妊娠率 周期 ＜
妊娠率 移植 ＜
囊胚冷冻周期 ＜
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响因素。在年龄最小组 (20～34岁)平均临床妊娠率最高，达45.6%，而患者年龄超过40岁
组妊娠率降至16.8%。另一方面，平均获卵数在年长患者也显著降低 (20～34岁，10.4卵；
35～37岁，8.5卵；38～39岁，6.9卵；40～44岁，5.7卵, P＜0.001)。结果如图3 所示。 
图 3.以患者年龄来分析卵子数量和分娩率之间的关系 
 
随着卵巢的衰老，卵巢储备功能下降，我们需要改变高剂量促性腺激素的卵巢刺激方
案，避免前面提到的不利影响。尽管研究中我们没有把窦卵泡计数和抗苗勒管因子作为衡
量卵巢储备功能的因素，但是从我们的研究结果中可以看出，年龄是低获卵数的一个独立
的影响因素。即使对促性腺激素反应正常的年长患者，怀孕率要低于年轻的患者。这可能
和患者非整倍体胚胎所占比例增加有关。当患者年龄超过 40 岁后这个比例迅速增加，当患
者年龄超过 45 岁，尽管卵巢功能正常，但 MAR 中健康孩子的出生率几乎为 0 (Forman et 
al.,2011)。 
4.5 胚胎冷冻保存 
虽然活产率是 MAR 治疗周期中最重要的临床妊娠结局的评估指标，但是还有其他因素
来评估 MAR周期。 
91.5%的获卵周期可以进行胚胎移植，同时大约有 9.5%的周期被取消。如果患者卵巢
反应差，仅获得１个卵子，移植周期取消率高达 40%（表 1 和表 2）。这也减少了可用于移
植的胚胎，降低了可用卵子的质量 (Tarlatzis et al.,2003)。另一方面，卵巢高反应的
患者周期取消率显著增加，尤其是获卵数超过 20 个。由于周期取消率增加，妊娠率和分娩
率在获卵超过 20 个的患者也是降低的(表 1 和图 2)。和以上结论一致，近来的研究认为，
以获得尽可能多的卵子为目的显然是没有意义的 (van der Gast et al.,2006；Sunkara et 
al.,2011)。由于高 OHSS 风险进行全胚胎冷冻这个因素没有排除在外，使我们的分析受到限
制。由于卵巢过度刺激的风险导致低妊娠率和高胚胎移植取消率。根据文献报道，当获卵
数达到 20 个时，OHSS 发生率大约为 15%，而且风险随获卵数增加而增加 (Reljič et 
al.,1999；Verwoerd et al.,2008)。另外，有证据证实高雌激素水平也影响胚胎的发育潜能
(Ertzeid & Storeng, 2001)，干扰黄体早期子宫内膜的容受性(Devroey et al.,2004；Horcajadas 
et al., 2008)。因此，卵巢高反应的患者，尤其是有卵巢过度刺激风险的患者，妊娠率减
低。 
但是，当获卵数达到20个时（＞20个），胚胎用于冷冻周期的机会也相应增加 (表1和
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图4)。这个关系可能和在控制了混杂变量（如年龄、既往MAR史和促性腺激素的剂量）后的
多因素变量有关。患者的妊娠率降低理论上可以在冷冻-解冻周期有所改变。需要引起注意
的是，所研究对象还包括为避免OHSS冷冻所有胚胎，取消新鲜周期胚胎移植。由于研究设
计的限制，我们不能进行新鲜周期和冻融周期结合性研究及其累积妊娠率的研究。我们的
研究结果和Hamoda的研究相似，当获卵数超过18个时，用于冷冻保存的卵子数量并没有明
显增加(Figure 4)。而且，大量胚胎的冷冻保存还涉及到胚胎的处理、管理和伦理学问
题。尽管如此，随着冷冻保存技术的进步，特别是玻璃化冷冻技术的发展，累积妊娠率有
了大幅度的提高(Kolibianakis et al.,2009)。另外，随着获卵数的增加，进行囊胚移植
的机会增加。因为第5日的囊胚移植提高了胚胎选择的机会，增加了胚胎移植成功的机会
(Blake et al.,2007；Kovačičet al, 2002；Papanikolaou et al.,2008)。我们还需要对不同的胚胎
培养和移植的方法做进一步研究。 
 
图 4.获卵数和胚胎冷冻、成功的囊胚培养、D2 优质胚胎之间的关系 
 
 
4.6 胚胎培养方案 
根据所移植胚胎的不同将患者分两组，一组是在囊胚阶段移植1～2个胚胎，另一组是
在卵裂期阶段移植1～3个胚胎，胚胎移植数目根据患者年龄、病史和胚胎质量的不同而不
同。不同的胚胎移植方案结果详见表3。 
在MAR初期，常规移植卵裂期胚胎。早期胚胎的生理机能和能量代谢尚不清楚，培养介
质不能用来培养4 细胞以外的胚胎。但是随着科学的进步，新改进的囊胚培养介质使胚胎
可以在试管内培养更久(Menezo et al.,1998)。这种囊胚培养理论上能够改善移植结果，
有两个主要原因。首先，囊胚移植模拟了自然妊娠的生理过程：胚胎穿过输卵管到达子宫
腔不早于妊娠后第4日。移植卵裂期胚胎后，由于子宫提供的营养环境不同于培养液，引起
子宫腔自身产生压力，降低了胚胎着床率(Blake et al.,2007)；第2个原因是前面提到的
在囊胚阶段能够更好地进行胚胎形态学选择。但是，在之前的研究中提到少量的胚胎对于
改善胚胎移植的成功率没有帮助。如果在取卵后第2日少于3个胚胎的情况下，延长培养到
囊胚阶段不能够改善妊娠结局。另一方面，虽然移植第5日胚胎使移植取消率显著增高，但
每个周期的妊娠率和分娩率相当(Kovačič et al.,2002；Vlaisavljević et al.,2001)。近期的研究
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表明，囊胚移植的临床妊娠率和继续妊娠率显著高于第3日卵裂期胚胎移植(分别为52.7% 
vs. 25.3% 和43.1% vs. 18.6%)。在多变量的Logistic回归模型中，尽管控制了年龄和获
卵数目两个影响因素，结局差异仍然有统计学意义。这些结果的解读是建立在患者是有个
体差异的基础上的。一般而言，如果患者获卵数少于5个或第2日生成胚胎数少于3个，则第
3日卵裂期胚胎移植预后很差。患者形成的胚胎数第5日显著少于第3日。尽管如此，我们的
数据和文献报道一致(Blake et al.,2007；Papanikolaou et al.,2008)，囊胚移植增加了胚胎着床
和临床妊娠的机会。 
另外我们还发现，双囊胚移植和单囊胚移植相比并没有增加妊娠率。以上结论是在最
少移植一个优质囊胚的周期中得出的。另一方面，双胚胎特别是双囊胚移植周期中，双胎
分娩率显著增加(38.1%) 。 
表3.胚胎培养方案和临床妊娠结局的关系 
 D5 SBT DBT D3 SET DET TET 总计 
周期 3,572 1,452 2,120 2,647 798 1,377 472 6,219 
年龄 
（SD） 
32.8 
(4.3) 
31.8 
(4.2)
a
 
33.4(4.3)
b
 35.8(4.6) 35.7 
(4.7)
c
 
35.3 
(4.5)
c
 
37.5(4.3)
d
  
平均获卵
数（SD） 
11.8(5.6) 12.5(6.5)
a
 11.3(5.1)
b
 5.2(3.7) 3.5(2.8)
c
 5.6(3.6)
d
 6.9(4.0)
e
 8.8(6.1) 
最佳囊胚
移植率 
53.2% 60.6% 48.2%      
临床妊娠
/移植 
52.7% 52.2%
a
 53.1%
a
 25.3% 15.2%
b
 30.5%
c
 27.3%
c
 41.1% 
着床率 43.9% 53.1%a 37.6%b 16.6% 15.1%cd 19.2%c 11.3%d 31.2% 
继续妊娠
/移植 
43.1% (626)43.1% (912)43.2% 18.6% (92)11.6% (313) 
22.8% 
(84)17.9% (1,663)32.9% 
双胎 24.5% (8)1.7% (303)38.1% 17.6% (1)1.4% (49)20.1% (19)25.3% (380)22.8% 
三胎 0.4% 0 (5)0.8% 0.3% 0 (1)0.4% 0 (6)0.4% 
 
关于多胎妊娠率的研究指出，三胎及以上的发生率是低的，在过去十年间，仅有6对三
胞胎。相反，如前所述，双胎分娩率达22.8%，特别是移植2个囊胚的患者。在我们的研究
中，女性患者年龄和有多余的囊胚进行冷冻保存是囊胚移植后多胎妊娠的危险因素
(Vlaisavljevićet al.,2004)。近期的数据指出，即使对超过40岁的患者进行双囊胚移
植，仍有27.7%的双胎妊娠率。以上研究表明，减少多胎妊娠风险的唯一选择是单胚胎移
植，甚至在年龄大的患者。 
5．结论  
在卵巢刺激中使用外源性促性腺激素是MAR中重要组成部分，改善了不孕症治疗的结
局。第一例MAR患者在自然IVF周期成功妊娠。从那时开始，应用GnRH激动剂或拮抗剂结合
重组的或高纯度的促性腺激素成为MAR的常规。研究表明，当前卵巢刺激方案旨在避免过多
卵泡的发育同时达到适度的卵巢刺激。这种方法与过强刺激和温和刺激方案相比有更好的
妊娠结局。我们的研究结果指出，最终获卵数在11～15个是最佳的卵巢刺激结局。移植第5
日囊胚比移植卵裂期胚胎的妊娠率要高，尤其是在获卵后第3日有大量发育良好的胚胎。延
38
[第三章 获卵数影响第 3 日和第 5 日胚胎移植的妊娠率吗？] 
39 
 
长到囊胚培养虽然减少了胚胎数量，但是单胚胎移植的严格实施可以减少多胎妊娠的发
生。以上这些措施加上实验室胚胎冷冻保存技术，是MAR的最佳选择。 
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第四章 卵巢过度刺激综合征的预防和治疗 
Ivan Grbavac， Dejan Ljiljak and Krunoslav Kuna University Hospital Center "Sisters of 
Mercy"， ZagrebCroatia 
1. 引言 
     卵巢过度刺激综合征（Ovarian hyperstimulation syndrome，OHSS）是因应用外源
性促性腺激素而引起的卵巢增大而产生的一种复杂的临床综合征。严重的患者可出现大量
腹水、卵巢显著增大、胸腔积液、电解质紊乱、低血容量性低血压、少尿、血液浓缩和栓
塞等症状（Madill JJ et al.,2008）。中重度的卵巢过度刺激综合征在所有卵巢刺激周期
中占到0.2%～2%（Binder H et al.,2007）。 
严重的OHSS是可能威胁到生命的并发症。一旦妊娠，严重OHSS的患者预后会更差。 
2. 病理生理学 
OHSS的发病原因不清，可能与过度刺激的卵巢分泌大量具有血管活性的细胞因子有关
(Goldsman MP et al.,1995)。内源性或外源性的人绒毛膜促性腺激素（Human chorionic 
gonadotropin，hCG）是OHSS早期发挥作用的因素。hCG作用于黄体，黄体产生血管活性物
质使血管通透性增加(Chen SU et al.,2010)。 
OHSS的主要病理特征是血管通透性增加，导致体液、蛋白质和电解质进入腹膜腔 
(Tollan A et al.,1990)。 
OHSS消化系统的临床表现有腹水（第三间隙液体）、麻痹性肠梗阻和卵巢增大；呼吸
系统的临床表现有胸腔积液、限制性肺病（由于腹水或麻痹性肠梗阻引起）、急性呼吸窘
迫综合征(acuterespiratorydistresssyndrome，ARDS)；心血管系统的临床表现有血容量
减少、血压降低、中心静脉灌注减少，由于动脉血管的舒张，心率和心脏输出量代偿增
加；高雌激素水平引起血液高凝状态和血栓形成倾向；肾脏系统的临床表现为肾脏灌注减
少、少尿、肾衰竭；肝脏可能发生肝水肿。 
血液系统的变化包括血细胞容积（继发于毛细血管通透性增加和液体的丢失）和白细
胞计数的增加，多因素研究发现血液系统的变化和高雌激素水平、前列腺素类物质作用及
血液稀释有关。 
妇科的变化主要是由于卵巢增大引起的卵巢扭转和破裂。另外，患者还会出现电解质
紊乱如低钠血症（由于血管收缩引起抗利尿激素水平增加）和高钾血症（由于肾脏钠/钾泵
的改变）。 
3. 血液动力学改变 
以上这些临床表现主要是由于血管间隙缩小和富含蛋白的液体流向体腔及细胞间
隙。血管容积减小导致血液动力学改变如低血压、严重的心动过速、肾脏低灌注和血液浓
缩。 
低血压使静脉压降低和回心血量减少，可能最终导致心输出量减少；但是，研究表
明OHSS患者心输出量是增加的，伴有外周动脉的扩张（Manau D et al.,1998）。  
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肾脏灌注减少使肾小球率过滤降低， 导致少尿。肾脏灌注的改变还可以影响到肝脏的
功能，包括蛋白综合征、抗凝血因子的丢失（Fabreuges F et al.,1999)。 
OHSS患者血液浓缩使血液凝固性增加，导致动静脉血栓形成(Chan WS et al.,2009)。 
血管的容积减小和肾脏灌注减少共同作用导致电解质异常（高钾、低钠）、血细胞容积
和白细胞计数增加、肌酐清除率降低。 
由于OHSS患者多有腹水产生，所以腹部不适是最常见的症状。富含蛋白的液体在腹腔
内积聚导致腹胀、腹内压力增加。腹内压增加可能影响到呼吸、心脑血管、肾脏、胃肠道
及肝脏的功能失衡(Selgas R et al.,2010)。 
近来，血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF)做为OHSS病
理生理过程中的一个重要因子被研究。VEGF是一种具有血管活性的糖蛋白（细胞因子），其
刺激血管内皮细胞增殖，增加细胞渗透性和促进血管再生。 
近来研究表明，hCG是OHSS发生的主要扳机因素，可能是OHSS症状出现的主要刺激因
素。随着hCG的清除，OHSS的相应症状也会缓解(Soares SR et al.,2008)。hCG可以增加人
类黄体粒细胞上的VEGF和VEGF-2受体，增加血清VEGF浓度。 
VEGF通过重新排列内皮功能蛋白（包括钙黏着蛋白和封闭蛋白5）来增加毛细血管的通
透性。Villasante A等把脐静脉中人类的内皮细胞作为OHSS的体外模型，不受雌激素作用
的情况下，hCG和VEGF可以引起肌钙蛋白纤维的改变，增加毛细血管的通透性和提高钙黏着
蛋白的浓度（Villasante A et al.,2007)。钙黏着蛋白是一种可溶的细胞黏附分子，其在
增加毛细血管通透性的病理生理过程中起主要作用(Villasante A et al.,2007)。 
4. OHSS的分级 
传统的OHSS分级是依据临床症状和实验室检查结果来区分疾病的严重程度。最常用
OHSS的分级系统是采用的是Golan分类法（Golan et al.,1989）。此分级系统结合阴道超声
下卵巢大小及腹水多少来分级。如果超声下检测到腹水，可以诊断为中度OHSS，而中度
OHSS有进一步恶化到重度OHSS的风险，因此腹水的检测是非常重要的。此分类法在随后的
修订中添加了重度和极重度OHSS (Jenkins JM et al.,2006)。 
根据OHSS发生的起始时间， OHSS分为早期和晚期，能够有效的判断预后。早期OHSS是
指hCG诱发排卵后9日，外源性hCG促卵泡成熟后的蓄积作用可能刺激卵巢发生过度反应。晚
期OHSS是指妊娠早期的卵巢受内源性hCG刺激作用发生过度反应。晚期OHSS比早期OHSS更持
久更严重。 
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有进一步恶化到重度 的风险，因此腹水的检测是非常 要的。此分类法在随后的
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根据 发生的起始时间， 分为早期和晚期，能够有效的判断预后。早期 是
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期 是指妊娠早期的卵巢受内源性 刺激作用发生过度反应。晚期 比早期 更持
久更严重。
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表1. OHSS严重程度分级 
分级                    体征 
轻度 腹胀不适 
轻度下腹痛 
卵巢增大，直径＜8 cm* 
中度 中度下腹痛 
恶心±呕吐 
超声发现腹水 
                   卵巢增大，直径8～12 cm* 
重度 临床腹水或胸水 
少尿 
血细胞比容＞45% 
低蛋白血症 
                   卵巢增大，直径＞12 cm* 
极重度                    张力性腹水或胸腔积液 
                   血细胞比容＞0.55% 
                   白细胞计数＞25,000/mL 
                   少尿/无尿 
                   血管栓塞 
                   成人型呼吸窘迫综合征 
*由于辅助生殖技术中卵泡穿刺的影响，严重OHSS和卵巢大小可能不一致。 
5.危险因素 
OHSS发生的高危因素(Enskog A. et al.,1999) ： 
      * 年轻 
      * 低体质量指数 
      * 多囊卵巢综合征 
      * 高敏体质 
      * 窦卵泡数目多 
      * 高剂量的促性腺激素 
      * 高雌激素水平或者雌激素水平迅速增高 
      * 大量的优势卵泡 
      * 获卵数多 
      * 大剂量hCG的应用 
      * 妊娠 
* 既往发生过OHSS 
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雌二醇（Ｅ2）和Ｅ2增长幅度决不能很好地预测OHSS(Papanikolau EG et al.,2006)。 
我们如果以3,000 pg/mL为界点将会漏诊2/3的严重OHSS的患者。而卵巢内计数大于12 
mm的卵泡数目比血清Ｅ2水平能够很好的预测OHSS。研究表明，我们把Ｅ2水平大于5,000 
pg/mL和18个以上大于12 mm的卵泡两个因素结合在一起能够很好地预测OHSS，敏感性为
83%，特异性为84% (Papanikolau EG et al.,2006)。 
6.预防 
预防OHSS的关键是诱导排卵的经验和对OHSS危险因素的认识。 
对OHSS危险因素提高警惕 (Practice Committee of American Society for Reproductive 
Medicine, 2008) : 
* 迅速增加的Ｅ2水平 
* Ｅ2的水平超过2,500 pg/mL 
* 出现大量中等大小的卵泡（10～14 mm） 
* 既往有过OHSS的患者，有以下的预防措施。 
6.1 周期取消 
在IVF周期中，hCG扳机是诱发OHSS的主要因素，因此周期取消是最有效的预防措施，
但是要承担情感上和经济上的压力。但是，为避免周期失控，对既往有严重OHSS病史的患
者取消周期。 
6.2 滑行疗法（Coasting） 
Coasting是指COH过程中暂时停用促性腺激素，直到Ｅ2水平下降后再用hCG进行扳机。
Coasting的应用机制如下：低促性腺激素刺激导致LH受体减少、黄体功能减低和VEGF水平
下降。低促性腺激素水平可能增加粒细胞尤其是小卵泡的粒细胞凋亡的几率。Coasting降
低卵泡液VEGF水平，因此可能会阻止OHSS的进展(Tozer AJ et al.,2004)。 
此方法对于高反应的患者诱导排卵是个不错的选择，可以避免周期取消，避免发生重
度的OHSS。虽然coasting后OHSS仍会发展，但是发生率和严重程度会降低。但是，过长的
Coasting会降低妊娠率（Garcia-Velasco JA et al.,2006) 。 
6.3 减少hCG扳机的剂量 
理论上，减少hCG的用量对于预防OHSS是有意义的，但是没有数据的支持，可能和样本
量太小，没有统计学差别有关。 
6.4 GnRH激动剂扳机 
预防OHSS发生的另一种方法是在诱发排卵时应用GnRH激动剂。激动剂扳机仅仅用在拮
抗剂周期。 
Griesinger G等把患者随机分入激动剂组和hCG组，对比2组的妊娠率，结果2组的获卵
数、受精率和胚胎评分差别没有统计学差异。以上入选患者均没有发生OHSS，但是GnRH激
动剂扳机组妊娠率相对较低，这可能和黄体支持有关(Griesinger G et al,2006)。 
6.5 冷冻保存所有胚胎 
患者妊娠后，hCG对卵巢的持续刺激使患者更容易发生严重的OHSS，因此冷冻保存所有
的胚胎是一种预防OHSS不错的方法。 
Sills等为了预防OHSS的进一步发展，对一组进行胚胎冷冻保存的患者进行研究(Sills 
46
[第四章 卵巢过度刺激综合征的预防和治疗] 
47 
 
ES et al.,2008)。他们选择移植第5日去透明带后的单一胚胎，其余胚胎进行冷冻保存，或冷
冻保存所有的胚胎，推迟移植时间可以有效地预防由于妊娠引起的晚期OHSS。由于外源性
hCG的应用，以上的方法并不能阻止早期的OHSS继续发展。他们把冷冻保存的2原核胚胎进
行解冻，进一步培养成囊胚进行移植，可以提高胚胎的利用率和妊娠率。 
从胚胎冷冻保存到解冻移植的平均时间为115日（范围为30～377日），囊胚形成率为
88%，移植胚胎的活产率为43.6%。 
但是在Cochrane的综述中阐述用常规的胚胎冷冻保存方法预防OHSS的证据不足(D’ 
Angelo A et al.,2002). 
6.6 在取卵时静脉滴注白蛋白 
白蛋白是一种低分子质量的等离子体化合物，主要影响胶体渗透压。在hCG注射日用人
类血清白蛋白来预防高危的患者OHSS发生。然而最近的一项前瞻性随机研究认为，人类血
清白蛋白不能预防和减少OHSS的发生。但是，白蛋白短时间内会扩散到血管外，对血管内
容积和血细胞比容有影响，反而使腹水和胸水更严重（Isikoglu M et al.,2007)。 
6.7 非甾体药物应用 
     近期研究表明，低剂量的阿司匹林（100 mg/d，在第一日卵巢刺激时开始服用）对于
有高危因素的OHSS患者能够达到有效的预防作用(Varnagy A et al.,2010)。本研究评估了
2,425个接受促性腺激素释放激素激动剂的周期，其中1,192例患者有发生OHSS的风险，随
机选用780例患者应用阿司匹林，OHSS的发生率为0.25%，而没有应用阿司匹林的患者OHSS
的发生率为8.4%。两者的妊娠率相似。 
 6.8 多巴胺受体激动剂 
预防OHSS进展的另外一种有效方法是应用多巴胺激动剂如卡麦角林。卡麦角林的作用
机制是抑制VEGF的受体磷酸化，减少毛细血管的渗出。 
Alvarez 等（Alvarez etal,2007)将研究对象分为两组，35例患者（病例组）在hCG日
开始给予卡麦角林0.5 mg/d，共8日，32例患者（安慰剂组）给予等量的安慰剂。所有患者
进行OHSS的评估，包括血细胞比容测定、超声下腹水的评估和MRI下卵巢静脉的磁导率的测
量。他们发现病例组的腹水量显著低于安慰剂组。病例组患者发展成为中度OHSS的比例显
著低于安慰剂组。但是，两组患者中发展成为重度OHSS的比例差异没有统计学意义。 
尽管多巴胺激动剂卡麦角林对毛细血管渗透性有抑制作用，但这种作用在卵母细胞的
成熟和玻璃化过程中减低，对着床率和妊娠率没有太大影响，还能够预测和预防OHSS的发
生(Garcia-Velasco Ja etal.,2009)。  
6.9 卵母细胞的体外成熟（In vitro maturation of oocytes，IVM） 
预防OHSS的最安全的方法是不去刺激卵巢。在IVM周期，我们从轻度刺激的卵巢或者是
完全没有刺激的卵巢中取出不成熟的卵母细胞。卵母细胞在特定的培养基内培养24～48 h
后行体外受精或者是胞浆内单精子注射。移植和常规方法相同，即在授精后2、3日移植2个
胚胎。在IVM周期，由于卵巢不受刺激有很多优势:减少了药物的费用，没有OHSS的风险，
临床和实验室的患者数量减少(Lazendorf SE et al.,2006)。 
试验表明，进行IVM的PCOS患者每次胚胎移植率为20%～54%，着床率为5.5%～34.5% 
(Suikkari aM et al.,2008)；但是，对排卵正常的患者进行IVM，结局不太理想，每次胚胎妊
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娠率为15%～33.3%，着床率为8.8%～22.6%。 
尽管很多生殖中心报道了IVM的优点，但是IVM还不是不育治疗的主流。最可能的原因
是：从未刺激卵巢取出不成熟的卵母细胞在培养成熟的过程存在技术困难；和常规的IVF相
比，IVM的活产率要低；不成熟人类卵母细胞发生纺锤体和染色体异常的几率更高
(Lazendorf SE et al.,2006). 
7. 管理 
7.1 门诊患者的管理 
对于轻度OHSS的患者，不需要特殊治疗。然而，门诊患者的监测也是非常重要的，检
测出那些有可能发展为中度或重度的OHSS患者。大部分中度OHSS的患者仍可以在门诊观
察，但是我们需要更认真地去每日测量她们的体质量及腹围的增加，进行体格检查，超声
监测腹水量的变化及卵巢大小。患者经口摄入的液体每日不超过1 L，鼓励患者口渴的时候
喝水，切忌过量饮水；避免剧烈运动和性生活；不提倡绝对的卧床休息，会增加血栓的风
险；黄体支持选用黄体酮，禁用hCG。 
对于重度的OHSS，我们可以用对乙酰氨基酚或阿片类制剂缓解。由于对肾脏有不良反
应，非甾体类抗炎药不被推荐使用。 
评估重度OHSS的实验室数据有血红蛋白、血细胞比容、血清肌酐、电解质和肝功能。
以上检测数据可以帮助我们评估OHSS的进展。 
嘱患者每2～3日复诊一次，但是如果患者出现不断加重的严重疼痛、腹胀、呼吸急
促、尿量减少等情况需要紧急就诊（Jenkins JM et al.,2006）。 
7.2 住院患者的管理 
对于患严重疾病或重度OHSS的患者需要住院治疗，他们会得到更好的监测和积极的治
疗。我们有必要对重度OHSS的住院患者进行认真反复的病情评估。临床检查包括水量及心
肺功能的评估，每日记录患者腹围和体质量，每日记录液体出入量，如果患者尿量＜1,000 
mＬ/d需要引起注意。 
血生化检测包括血清电解质、肝肾功能、凝血功能和血细胞计数，超声下测量卵巢大
小、胸腹水及心包积液的量。如果患者出现呼吸道症状和体征如胸水、肺部感染、肺栓塞
等情况，还要监测胸片、脉搏和血氧饱和度。hCG的化验可以尽早诊断妊娠。疼痛和腹水容
易掩盖附件扭转、卵巢破裂和急性腹腔内出血。一系列的临床和实验室的评估手段提供了
识别疾病和监测疾病的进展方法(Jenkins et al., 2006)。 
早期妊娠者可以用止吐药物如普鲁氯嗪、甲氧氯普胺和赛克利嗪。 
OHSS患者的治疗主要是支持疗法，直到症状自然缓解。 
OHSS患者的症状缓解是重要的，特别是疼痛和恶心。如果症状严重，我们可以用对乙酰
氨基酚或鸦片类药物缓解。如果应用麻醉剂，患者的活动相应减少，要避免便秘。恶心与
腹水量的增加有关，因此腹胀缓解后相应的恶心症状也会减轻。另外，我们给患者及家属
提供安慰和心理咨询来减轻他们的焦虑症状。 
对于血液浓缩的治疗主要是静脉输液。推荐使用静脉输液的起始剂量为第1小时超过
500～1000 mＬ的生理盐水，然后给予30 mＬ/h水化液，同时用等张溶液来测定尿排出量。
限制经口的液体摄入，应该在患者口渴时再饮水。25%的白蛋白用来扩大毛细血管的容积，
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50～100 mg的白蛋白静脉注射超过4个小时，间隔4～12ｈ可以重复使用。 
治疗高钾血症的药物包括乙烯磺酸钠树脂、胰岛素、碳酸氢钠或沙丁胺醇。OHSS的患
者由于毛细血管损伤，要慎用利尿剂。一部分住院患者需要进行穿刺。OHSS患者若有高凝
状态要预防血栓发生，高凝状态推荐使用弹力袜和抗凝血剂低分子肝素5000 IU 皮下注
射，每日2次。由于血栓栓塞、肾功能衰竭、血液动力学异常（中心静脉压、毛细血管楔
压）等并发症，有的患者需要进入特护病房(Alper MM et al.,2009)。 
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第三部分 受精技术新进展 
第五章 辅助生殖技术中的精子细胞 
Dejan Ljiljak1， Tamara Tramišak Milaković2， Neda Smiljan Severinski2， 
Krunoslav Kuna1 and Anđelka Radojčić Badovinac2 
1University Hospital Center "Sisters of Mercy"， Zagreb 
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1．引言 
不育已经成为困扰人类的全球性问题。在不育夫妻中因男方因素所导致的比例约占
50%。在过去的10年间，我们已经证实了人类精子质量降低和睾丸源性恶性肿瘤与隐睾的发
生率增加。现在，我们对精子质量进行评估主要根据包括精子计数、形态和活动力在内的
精液常规分析来进行。上述3个主要因素中不同的变异和组合提供的诊断价值尽管有限，但
是如今先进的辅助生殖技术（ART）特别是胞浆内单精子注射（ICSI）技术可用于解决多数
男性不育问题。总体而言，传统的精子参数能够提供的诊断信息不多，因此我们相信某些
诊断项目应该被加以应用，其中包括更专业的检测，比如DNA检测和精子蛋白组学分析等。 
精子生成是一个涉及生理、形态和生化演进的过程。在经历从圆形的二倍体精原细胞
到单倍体精子的复杂过程之后，成熟精子才拥有了与成熟卵子结合的能力。如果在此过程
中发生任何差错的话，都不会产生完善的精子。因此在ART实践中，我们要熟悉正常的精子
生成过程和发现导致异常情况的原因。在本章中，我们将会重温以下知识： 
- -精子生成 
- -精子染色质结构 (精子核蛋白) 
- -精子生成过程中DNA 损伤 
- - 细胞凋亡 
- - 氧化应激 (睾丸和睾丸后因素) 
- - Y 染色体微缺失 
- - 中心体 (表观遗传因素) 
- - ART中的精子优选新技术 
2．精子生成 
精子由头部、颈部和尾部组成。整个精子由被称为质膜的精子细胞膜所包绕（图1）。
精子头部由细胞核和顶体组成。细胞核内有精子DNA（半量染色体），顶体中有受精过程中
重要的酶。精子颈部或中段有100个精子线粒体，后者可产生能量提供给精子尾部。精子尾
部的支架是9+2个微管，成对的微管以双联体对双联体的方式与动力蛋白臂结合。 
精子生成的基本过程包括干细胞有丝分裂扩张、基因减数分裂重组和单倍体精子细胞
生成(图2)。该过程的目的是产生高度专业化的能够与卵子结合的成熟精子。父系遗传的中
心体对于正常受精、染色质包装和早期胚胎发育是必需的。完全成熟的精子必需经历顶体
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发育和细胞核的延伸、压缩过程，最终形成中段、尾部和少量细胞质。 
 
图1.人类精子模式图 
 
 
 
图2.精子生成过程 
 
 
在胎儿的睾丸中，原始干细胞被小管中的生殖母细胞（来源于活跃增殖细胞）所包
绕，此时减数分裂受到抑制。精原细胞位于曲细精管中，与Sertoli细胞相连。Sertoli细
胞和界膜形成血液-睾丸屏障。出生后，生殖母细胞产生的精原细胞群组成干细胞池。精原
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细胞的有丝分裂到青春期才开始启动。二倍体的精原细胞分化为初级精母细胞，初级精母
细胞经过首次减数分裂生成次级精母细胞。经过第二次减数分裂后，次级精母细胞产生4个
单倍体精子细胞，后者在形态分化之后，产生成熟精子。Leydig细胞负责生成睾酮，后者
是精子生成过程的必要条件。其他一些激素也与精子生成有关。 LH（Luteinising 
hormone）和FSH（follicle stimulating hormone）对于正常的精子生成有重要影响，前
者刺激Leydig细胞产生睾酮和保持有丝分裂，后者则影响Sertoli细胞。Sertoli细胞产生
抑制素B（inhibin B）。精子生成过程大约耗时3周。 
 
 
表1 
细胞 倍性/染色体数目 过程 
精原细胞 二倍体/46 精母细胞发生 
初级精母细胞 二倍体/46 精子细胞发生（第一次减数分裂） 
次级精母细胞 单倍体/23 精子细胞发生（第二次减数分裂） 
精子细胞 单倍体/23 精子发生 
成熟精子细胞 单倍体/23 精子发生 
 
3．精子染色质结构 
精子的染色质压缩地非常紧密，结果造成父系基因组失活。核蛋白和DNA以独特的形式
相连。精子细胞核经重塑和压缩后与修饰后的组蛋白相结合，然后经过转换蛋白转移，最
终与鱼精蛋白结合。不过，大约15%的精子DNA和组蛋白包装在一起，原因在于这种特殊的
方式可以使卵子在精子进入后被活化。鱼精蛋白和精子DNA紧密结合成为核鱼精蛋白复合
物，二硫化物在鱼精蛋白半胱氨酸富集区的交联造成染色质浓缩和父系基因稳定，这使得
生殖道发生氧化或者温度升高时，男性基因组得到保护。人类睾丸表达2种鱼精蛋白：鱼精
蛋白1(P1)和鱼精蛋白2(P2)。对于人类精子而言，P1和P2应该是等量的。P1和P2比例的不
平衡与男性不育有关。基因敲除小鼠模型显示鱼精蛋白单倍体不足（发生突变后，正常的
等位基因所编码的蛋白不足以维持生物学功能）直接损害精子生成和胚胎发育。随着鱼精
蛋白的演进，会增加带阳离子残基的数量，这些阳离子残基与DNA紧密结合形成复合物。 
P1以成熟蛋白形式合成，P2以前体形式合成。与P2不同，P1是1-4N端扩展的残留物。
P2是一种以Cys2-His为基元的锌指蛋白，两者只在某些哺乳动物中表达。P1和P2在与DNA结
合之前都要经过转录后修饰的过程。Khara等 (1997) 首次比较了P1/P2比例与IVF的关系，
他们发现当P1/P2 比例在0.55和0.29 之间时，受精指数(FI)≥50%，而对于FI小于50%的不
育患者而言，1/3患者的P1/P2 比例超出这个范围(Khara 等，1997)。Carrel 和 Liu 
(2001) 报道在不育男性中未能检测到P2的存在。 
4．精子生成过程中DNA损伤 
精子DNA损伤明显与男性不育有关。在一小部分能够生育的男性精子中也可以检测到
DNA水平的损害。引起DNA损害的因素包括鱼精蛋白缺乏、细胞凋亡、化疗、活性氧分子
（ROS）、吸烟和精索静脉曲张等。氧化应激可使线粒体产生的自由基活化，进而导致DNA氧
化损伤，产生DNA 碎片。它是造成DNA损害的主要原因。氧化应激产生的后果之一是形成
ROS，精子线粒体是产生ROS的最大来源。因为精子只含有少量的细胞质，不含有抗氧化分
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子和修复系统，因此精子易受ROS 攻击产生碎片。DNA碎片是单链和双链断裂形成的片段，
与弱精、畸形精子和少精有关。同时，DNA碎片也对IVF周期的结局有预测价值。明显来源
于父系的性染色体三体综合征已有报道。某些染色体异常的精子能够使卵子受精。精子的
非整倍体率增加与低植入率和怀孕率有关。 
5．细胞凋亡 
细胞凋亡是精子生成过程中正常的生理过程。大约75%的精子被这种程序性细胞死亡自
毁。细胞凋亡是早期生殖细胞的选择性因素，可以阻止其过度增殖。同样，精子生成过程
中的异常精子也可以被清除。但一些DNA 损伤或破碎的精子可以逃脱细胞凋亡而存在于精
液中。异常精液参数的男性有着高水平的细胞凋亡蛋白Fas，Fas与低精子浓度和异常精子
形态明显相关。同时，其他的一些凋亡蛋白如Bcl-x、p53、caspase 和anexin V也在人类
精液中被发现。 
6．氧化应激 
活性氧分子(ROS)是细胞正常代谢的产物，也是白细胞吞噬过程的产物。自由基由于有
不成对电子而具有高度化学活性。ROS影响精子DNA的完整性,通过引起碱基缺失和突变能够
损伤DNA。在不育男性的精液中可以检测出高水平的ROS。由于精子蛋白巯基被氧化，ROS会
造成DNA的过度压缩。生殖道感染可导致白细胞精子症和DNA损伤。抗氧化治疗可以减少精
子DNA碎片。 
7．Y染色体微缺失 
Y染色体基因微缺失与精子生成过程的受阻或缺失有关。Y染色体的三个无精症因子区
域有AZFa、AZFb和AZFc，它们是精子生成过程的关键因素。AZFa区缺失只是与Sertoli细胞
有关，AZFb区缺失与精子发生阻滞有关，AZFc区缺失与精子细胞阶段的精子发生阻滞有
关。大约5～15%的不育男性会发生Y染色体微缺失。先前的研究显示：如果父亲为少精症男
性，那么通过ICSI技术出生的男孩会增加携带Y染色体微缺失的风险。 
8．中心体 
中心体由2个互相垂直排列的中心粒和中心粒周围物质组成。在精子和卵子融合后，精
子尾部并入卵细胞质中，中心粒区形成精子星状体，它指引雌原核游向雄原核，此过程中
母系中心体全部降解，因此受精卵的中心体主要遗传自精子。中心体丧失功能将导致染色
体异常。人类精子中心体负责正常的有性生殖和早期胚胎发育。 
9．ART中的精子优选新技术 
常规的精子准备技术是通过密度梯度离心和上游法优选。该技术依赖于沉降或迁移来
分离精子，并不直接以精子固有特性（如细胞凋亡、DNA完整和细胞膜成熟）为目标。现
在，磁激活细胞分选法(MACS)成为精子分离的新技术，该法以存在于精子的膜联蛋白V作为
凋亡标记。另外，因为成熟精子膜上有与透明质酸捕获的结合位点，因此还有改良的ICSI 
（称为PICSI），其常被用于单个精子细胞挑选。总之，精子能够根据表面电荷 (电泳技
术)、凋亡情况、精子膜成熟度和精子极端形态来进行优选。用电泳技术分离精子是一种根
据精子大小和带负电电荷数的电泳技术。使用磁激活细胞分选系统，外化的磷脂酰丝氨酸
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(细胞凋亡标记物)可以绑定带有膜联蛋白V的共轭顺磁性微粒，从而分离凋亡的精子
(MACS，Miltenyi Biotec GmbH, Germany)。 
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1．引言 
一般认为不孕不育影响15%的育龄期夫妇，其中单独女方因素38%，单独男方因素20%，
双方因素27%，原因不明占15%(Ferlin et al.,2007)。包括单独和混合原因在内的男方因
素为50%。大约7%～8%的男性会面临不育或引起女方流产的问题。在造成不育的原因中，染
色体因素占比例很高。在发生于妊娠前三个月的流产者中50%的女方卵子存在非整倍体现象 
(Hassold et al.,1980)，在中期和晚期妊娠流产者中，非整倍体率相应降低到15%和5% 
(Simpson，2007)。在活婴中约0.5%～1%显示存在非整倍体 (Gardner and Sutherland，
2004)。不育群体中，归因于染色体或基因者占15%(Griffin and Finch，2005)。  
目前，尚不清楚仅仅是减数分裂的染色体异常而有丝分裂的染色体核型正常者的患病
率。因为通过射出精液得到的减数分裂细胞中、初级精母细胞和次级精母细胞的量少且状
态不佳，不足以进行检测，因此检验精子染色体异常需要行睾丸活检，而这是有创伤性操
作。与能影响多个器官和功能的有丝分裂不同，单独的减数分裂染色体异常主要影响生育
能力，会引起一项或多项精子参数（精子计数、活动力和形态）改变，甚至会导致非整倍
体配子的形成。在临床工作中，减数分裂异常的男性会出现原发性或继发性不育或流产。
继发性不育或者再次生育困难者可以解释为“发生改变的细胞系与其他正常细胞系共存(染
色体嵌合现象)”。 
减数分裂染色体的异常情况可以通过由睾丸活检获得的减数分裂细胞直接进行观察研
究。要了解其对生育的影响需要：1)明确患者生育史（包括现在和以前的配偶）；2)精液
分析，结果可以是3个基本参数正常、某项或全部精子参数异常、无精子等；3)光镜下研究
睾丸组织病理，结果可以是在精母细胞Ⅰ或Ⅱ水平的完全阻滞也可以有明显正常的精子发
生；4)研究精子中的非整倍体。 
如果不育是由于基因而非染色体的改变如Kallmann综合征、囊性纤维化、圆头精子
症、9+0 综合征、Y染色体微缺失等所引起的，不是本章要讨论的内容。尽管如此，因为基
因异常可能是染色体减数分裂异常的基础，所以这只是在理论上对基因异常和染色体异常
进行区分。 
本章描述了精子荧光原位杂交技术（FISH）的检查结果和通过不育患者的睾丸活检进
行减数分裂染色体研究的结果。在进行这2种检查的患者中，我们可以提供准确临床数据者
超过60例。 
本章目的有2个：a)了解不育男性中精子非整倍体和睾丸生殖细胞减数分裂的发生率和
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类型；b) 研究两者的相关性。 
2．精子生成 
精子生成过程发生在成人睾丸的曲细精管中，要持续大约64 d(Heller and Clermont, 
1964)。可分为以下3个不同阶段： 
2.1 精原细胞阶段 
此阶段的精原细胞发生有丝分裂。其中一部分保留下来做为细胞储备用于之后的再次
分裂，其他的细胞进入后续的减数分裂。精原细胞位于曲细精管的基部小室内，处于曲细
精管壁、Sertoli细胞和细胞间紧密连接之间。Sertoli细胞和紧密连接形成血液-睾丸屏
障，在曲细精管中央制造出无血管区 (管腔室)。精原细胞进入减数分裂后因紧密连接的分
离和重构而穿过Sertoli细胞间隙，从基部移动到管腔室(Byers et al.,1993)。 
2.2 精母细胞或减数分裂阶段 
在此阶段，共有2次减数分裂，分别发生在精母细胞Ⅰ和Ⅱ时期。在第一次减数分裂
时，初级精母细胞产生2个次级精母细胞。次级精母细胞分裂时，即第2次减数分裂或平均
分裂，生成2个精子细胞。这个过程通常持续大约2周(Heller and Clermont，1964)。最
终，1个精子细胞生成1个精子。 
2.3 精子形成阶段 
此阶段没有细胞分裂，但精子细胞分化成为精子。 
2.4 精子排放过程 
精子脱离Sertoli细胞，释放入曲细精管内。减数分裂和精子形成阶段发生于曲细精管
的管腔室。在那里有着特殊的激素环境，尤其存在高浓度的睾酮。本章将只涉及减数分裂
阶段。 
3．减数分裂 
在减数分裂过程中，发生了2个不可或缺和独有的事件：基因重组和细胞减数分裂。基
因重组是因配对的同源染色体基因之间发生交换而产生的，2条同源染色体的其中1条来自
于父亲，另1条来自于母亲。这种基因互换产生了庞大的精子（也有卵母细胞）基因变异，
大约223 /配子和223×223/胚胎。因此，基因互换有助于基因重组。这些新基因组合中某些有
利于个体和物种，其他的则或多或少是有害的。减数分裂是孟德尔遗传规律的物质基础。
减数分裂过程中的第二个关键事件是减数细胞分裂。在希腊语中Meiosis意味着减少。人体
全部的有核体细胞中都包括46条染色体（23对）。只有经过第一次减数分裂后生成的细胞：
次级精母细胞、精子细胞和精子，有着23条而不是23对染色体。次级精母细胞的每条染色
体包括2条染色单体，而精子细胞和精子的染色体只包括1条染色单体。与减数分裂相反的
过程是受精。此过程中，单倍体精子的染色体(n=23) 和卵母细胞结合，也就是单倍体 
(n=23) 通过融合产生受精卵，后者是二倍体，带有23对染色体(n=46)。 
有性生殖就是以减数分裂和受精为基础的。减数分裂可以确保世代的染色体数目不
变，同时与祖先相比又有着不同的基因组合。除性染色体XY以外的染色体都有同源染色
体：1条来自于父亲，另1条来自于母亲。X染色体总是母系遗传，Y则是父系来源。染色体
是由着丝粒确定的，其可以有1或2条染色单体–称为姐妹染色单体—这取决于细胞周期时
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相。因为一条姐妹染色单体是另一条的拷贝，所以两者之间不发生基因重组。基因重组发
生在同源染色单体之间，而不是姐妹染色单体之间。 
3.1 第1次减数分裂 
减数分裂前期或细线前期阶段：在减数分裂前期的合成过程中(S相)，每条染色体通过
完全相同的DNA复制产生2条染色单体，称为姐妹染色单体，两者在细胞周期的G2阶段保持
连接。减数分裂前期的合成是相当长的过程, 要持续若干个24 h。当S相结束后，每对同源
染色体的DNA发生四分裂（称四分体），成为4条染色单体。来自于同一条染色体的2条染色
单体称为姐妹染色单体，被命名为“同源相关染色单体”。姐妹染色单体间的联合通过二者
之间的指环结构所维持，是由来自于黏连蛋白复合体的蛋白所形成的 (Gruber et 
al.,2003)。黏连蛋白复合体在着丝粒附近，由黏连蛋白shugoshin和sororin组成。
Shugoshin位于近着丝粒区(Lee et al.,2008)。 
3.1.1 分裂前期 I 
 
染色体附着于核内膜 
减数分裂开始时，分布于整个细胞核内被端粒附着的染色体向核膜移动(图1A)。核膜
在端粒附着区密集。端粒沿着核膜的内面移动，围绕中心体聚集形成花束(图1B) (Zickler 
and Kleckner, 1998； Scherthan， 2001； Bass, 2003)。花束的形成需要肌动蛋白
(Trelles-Sticken et al.,2005)。每条染色体靠近各自的同源染色体。如果端粒没有附着
于核膜和 /或没有形成花束，配对和基因重组就会发生改变 (Trelles-Sticken et 
al.,2000)。花束状结构存在于细线期末和整个偶线期，在粗线期消失。已配对且同源间的
基因发生重组后的染色体分布在全部核膜表面，但仍然附着在一起。当端粒与核膜分离
后，细胞进入终变期(review: Alsheimer, 2009)。 
 
细线期:同源染色体匹配排列 
在分裂前期I的第一阶段或细线期，同源染色体几乎平行于端粒匹配排列，这受沿染色
体形成的长细链的制约。这些长细链称为侧体(LE)。每个LE与一对姐妹染色单体相关联。
当附着于核内膜时侧体会扩展。 
图1.端粒附着于核膜(A). 花束形成(B) 
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偶线期: 同源染色体配对，或联会期 
紧随细线期之后的是偶线期，其间染色体变粗，并与同源染色体配对。XY配对组成性
染色体。配对（或联会）需要形成联会复合体(SC)，Fawcett曾通过扫描电镜对其进行观察
描述 (Fawcett, 1956)。SC (图 2)是一种蛋白结构，带有3个纵体，2个侧体 (LE)，1个中
央体 (CE)。侧体可在前面的细线期观察到，中央体提供SC的稳定性(Hamer et al.,2006；
Bolcun-Filas et al.,2007)。侧体平行于中央体，2个侧体距中央体的距离相同。侧体伸
出于核膜。SC的结构被纤细的横丝(TF)所完善，横丝连接侧体并垂直于侧体和中央体。每
个侧体与一对姐妹染色单体相连。同源染色体连接紧密，二者之间距离约100 nm (Zickler, 
2006)。 
侧体由蛋白SYCP2 、SYCP3 和黏连蛋白复合体组成，包括涉及减数分裂的β-SMC1、
REC8 和STAG3 (Revenkova and Jessberger, 2006)。蛋白SYCE1、SYCE2 和TEX12 被中央
体识别 (Costa et al.,2005；Hamer et al.,2006)。蛋白SYCP1 被横丝识别(Meuwissen 
et al.,1997)。染色质附着于侧体，形成一系列环状结构。 
 
图2.联会复合体(SC)模式图 
 
 
粗线期: 基因交换或重组 
基因交换或重组始于DNA双链断裂(DSB)，启动于细线前期和细线期，由拓扑异构酶
Ⅱ生成(Lichten, 2001；Keeney and Neale, 2006)。基因重组发生在同源染色单体之间，
而不是姐妹染色单体之间。由于这个过程在每个精母细胞中独立发生，所以来源于同一染
色体的不同染色单体之间存在基因差异。它主要发生在基因座区域，临近端粒，被称为热
点(Lynn et al.,2004)。DSB是基因交换高度活跃的标记，其发生在热点，而不是随机或均
匀一致发生的 (Petes, 2001；Nishant and Rao, 2006；Buard and de Massy, 2007)。 
热点活动并非由局部DNA序列所决定(Neumann and Jeffreys, 2006) ，因此在基因
重组中存在着表观遗传调控。决定基因组热点位置的因素和机制尚不清楚。据信热点是重
组的最小功能单位。要想发现热点，分辨能力必需达到100～200 kb。越接近端粒，越易发
生基因交换 (Lynn et al.,2004)，有人通过光镜观察认为热点是染色体交叉(交换)的基础 
(Nishant and Rao, 2006)。每个交叉只有2条同源染色单体交叉在一起，其他2条不参与。
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在粗线期和双线期观察到的交叉数量是相同的，其数目从50～53，组内和组间个体差异是
3～10% (Codina-Pascual et al.,2006)。在粗线期，同源染色体只通过交叉或交换连接。
可在XY的拟常染色体区观察到单条交叉。这对性染色体有一致密染色质并形成小体，称为
“性体”，紧贴在精母细胞核膜的内面 (Solari, 1974)。用于基因交换的DNA链断裂处必
需要被修复。DNA链的3’断端呈游离状态，在重组酶作用下在相应的同源染色单体的另一条
DNA分子上寻找互补碱基序列。 
 
双线期: 联会消失 
在此阶段联会复合体解离。同源染色体联会消失、分离，但仍然通过交叉保持关联。
姐妹染色单体也继续连接。 
3.1.2 分裂中期 I 
此阶段核膜消失，同源染色体对(二倍体)沿着纺锤体的赤道排列。二倍体染色体有2个
着丝粒和4条染色单体。每条同源染色体最少需要1个交叉用于正确分离。 
3.1.3 分裂后期 I 
在此阶段，同源染色体臂失去黏合力，同时交叉消失和分离。着丝粒向纺锤体的微管
接近，这会使同源物向相反的两极方向拉开。各有一半染色体通过纺锤体纤维分别向两极
接近。同源染色体完全分离，而姐妹染色单体没有分离。每条染色体有2条染色单体。着丝
粒不复制和分裂。同源染色体的分离需要在分离酶作用下释放REC8黏连蛋白(Kudo et 
al.,2009)。姐妹染色单体的臂间连接丢失，而着丝粒的黏连蛋白仍然存在。 
3.1.4 分裂末期 I 
每个次级精母细胞有单倍体染色体(n=23)，但每条染色体由2条染色单体组成。所有的
同源染色体被分别拉向两极，形成核膜。 
3.1.5 分裂间期 
分裂间期处于第一次和第二次减数分裂之间，时间很短。第二次减数分裂前不需DNA合
成，过程迅速，类似于有丝分裂。细胞质分裂不完全，2个细胞通过细胞间桥保持讯息传
递。 
3.2 第二次减数分裂 
在分裂后期Ⅱ阶段，黏连蛋白shugoshin失活，着丝粒黏连蛋白丢失(Marston and 
Amon,2004)。位于着丝粒边缘椭圆板上的2个着丝点分离。着丝点依附于纺锤体微管，染色
单体在分离酶作用下分离，这与分离后期Ⅰ相似(Kudo et al.,2009；review: Barbero, 
2011)。 
此阶段产生的细胞是精子细胞，且只有一套单倍体染色体(n=23),每个染色体有1条染
色单体。进而通过细胞分化，精子细胞形成精子。 
减数分裂持续大概2周时间，其中分裂前期Ⅰ大概需要12d，其他阶段1~2d左右。在这
2周中，发生了2次细胞分裂，1个四分体DNA细胞产生4个单倍体细胞。每个细胞携带不同的
基因内容，基因重组和单倍体化也已发生。 
4．减数分裂染色体异常的原因 
减数分裂改变可归因于不同的原因和不同的机制。总体而言，我们可以将其分为以下
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几组。 
4.1 精原细胞有丝分裂异常影响减数分裂 
克氏症（Klinefelter）患者核型为47,XXY。其XY配对发生改变，至少其父的部分精原
细胞像是整倍体 (Bergère et al.,2002)。在减数分裂水平，罗伯逊异位和相互异位分别
产生了三倍体和四倍体。 
4.2 涉及减数分裂的基因异常 
减数分裂过程中有超过200个基因进行表达，如果在其他组织和器官中同时有该基因表
达的话，男性将显示出其他的病理表现。如黏连蛋白的改变(黏连蛋白病)会影响减数分
裂、DNA修复(Watrin and Peters,2006)和基因表达(Dorsett,2007)。罗伯茨综合征就属于
黏连蛋白病(Gerkes et al.,2010)。SC蛋白的改变会导致不育。SYCP3蛋白的基因杂合子突
变可导致无精症(Miyamoto et al.,2003)。缺少REC8黏连蛋白，改变了染色体联会也会造
成不育(Bannister et al.,2004；Xu et al.,2005)。Shugoshin和sororin是来源于黏连蛋
白家族的蛋白，是保持着丝粒聚合的必要条件。在减数分裂Ⅱ阶段shugoshin蛋白失活才引
起姐妹染色单体的分离，如果其没有失活，染色单体无法分离，就会产生非整倍体配子。
已有报道黏连蛋白SMC1 beta的缺乏会造成粗线期停滞，而小鼠由于缺少黏连蛋白SMC1 
beta可导致不育 (Revenkova et al.,2004)。横丝上缺少SYCP1蛋白可造成染色体匹配而无
法配对 (de Vries et al.,2005)。 
4.3 表观遗传学 
表观遗传学是研究在不改变DNA碱基序列的前提下，临时发生的可遗传的基因表达的改
变。DNA甲基化程度影响基因表达。甲基化可以受氯化镉、砷、镍化合物的影响。还有人声
称错误的DNA甲基化可以诱发产生非整倍体配子。 
4.4 有机磷农药 
有机磷农药可通过血-睾丸屏障，干扰基因分离影响生育(Perry,2008)。这种影响取决
于暴露的时间和农药浓度(Härkonen, 2005)。 
4.5 叶酸缺乏症 
叶酸为DNA甲基化提供甲基对，如果含量不足时会导致基因分离的异常。 
5．减数分裂染色体异常的诊断 
对于核型正常而减数分裂异常的诊断需要对睾丸或者精子的非整倍体情况进行直接研
究，但是睾丸活检是有创性操作，具有局限性。睾丸实质组织碎片中没有或者只有极少量
的减数分裂细胞，而且鉴于第二次减数分裂时间很短，因此只能在分裂前期I找到分裂细
胞，而非分裂中期I或分裂中期II (Hultén et al.,1992)(图3)。最常用的方法是观察第一
阶段（分裂前期 I）细胞，它们在减数分裂阶段持续时间最长。减数分裂研究的另一个局
限性是难以明确特有的染色体。 
在减数分裂染色体的研究中很容易发现有2种细胞系，1种是正常减数分裂细胞系，另1
种是异常减数分裂细胞系，评估每种细胞系所占的百分比。 
 如果应用荧光原位杂交技术(FISH)研究精子非整倍体情况，要想获得有统计学意义的
结果最少需要500到1000个精子。因此，FISH技术在无精症患者中无法应用，在隐匿性无精
子症患者中的研究价值也较低。 
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FISH 使用的探针只能为经过研究的以下染色体提供信息，通常是5条：13, 18, 21, X
和Y。如果非整倍体影响的是其它19对染色体，则FISH无法检测出来。虽然可以用FISH或捕
获比较基因组杂交技术(CGH，comparative genomic hibrization)研究全部的染色体，但
花费非常巨大。由于FISH检测无创，虽然有局限性，其仍然是诊断减数分裂异常最常用的
方法。显然，如果FISH结果有异常睾丸活检就没有必要再进行。既往的生育史（例如，父
亲和过去的伴侣已经有了健康的孩子）则可以排除异常的减数分裂。 
体检不能提供减数分裂异常的典型信息。常规的精液分析也无法揭示具体的减数分裂
异常，即使减数分裂异常者中少精症和严重畸形精子症的发生率增高。 
 
6．减数分裂染色体异常的影响 
减数分裂过程复杂，需要大量基因和蛋白质的精确调控。某些基因只在睾丸中表达，
具有减数分裂特异性，这些基因的异常会影响生育能力。有些基因不只在睾丸表达，也在
其他组织和器官中表达（比如黏连蛋白复合体上的基因），这些基因的异常可能影响生育
能力，也可能显示其他的病理变化。所有人，包括能够生育者，都可能存在减数分裂异
常。由于这种异常的类型和影响减数分裂细胞的数量不同，其对生育力的影响程度也有很
大差异。减数分裂染色体异常会影响睾丸组织，可以在不同阶段阻滞减数分裂的进程。光
学显微镜下，可以判断出精原细胞Ⅰ和精原细胞Ⅱ的成熟阻滞，虽然这种情况出现的几率
不大。这种阻滞可以是完全的也可以是不完全的(图4)，如果是不完全阻滞，减数分裂可以
进行下去，但数量减少。 
 
图3.正常初级精母细胞和次级精母细胞 
 
 
 
 
有时减数分裂异常并不阻滞进程，此时，在光镜下观察睾丸组织学表现是正常的。在
精子水平，减数分裂异常的影响可能是:1)如果完全阻滞，无精症；2)根据成熟阻滞的严重
程度，精子总数明显或轻度减少；3) 精子总数正常甚至增高；4)程度不等的畸形精子症。 
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图4.精曲小管HE染色（×200） 
 
在通过睾丸活检进行的减数分裂染色体研究中发现，异常主要在分裂前期Ⅰ(配对异常)
和分裂中期I(联会消失)阶段(图5)，而分裂中期Ⅱ(二倍体，多倍体)阶段较少出现。目前
认为，缺乏此阶段细胞不是减数分裂异常的结果。减数分裂染色体异常会生成非整倍体配
子、染色体易位、缺失、倒置等。我们的关注点在于非整倍体配子。 
临床上，因减数分裂完全阻滞而造成的无精症者是无法生育的。减数分裂不完全性阻
滞和低精子总数的患者会降低生育能力，可能导致难以怀孕、怀孕后流产、或者是已有健
康后代却难以再有其他后代 (包括有病的孩子)等，这有赖于精子总数和非整倍体配子的数
量。考虑到影响妊娠和女性生育能力的因素多种多样，量化上述情况非常复杂。 
对于低精子总数者，如果精子是整倍体则IVF-ICSI治疗有益，但对于精子为非整倍体
者，IVF-ICSI则无法解决问题。这就是为什么我们要了解患者的精子是否为非整倍体和所
占比例的原因。 
 
图5.二价联会消失(左) 和非特异联会消失(右) 
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7．我们的经验 
全部患者数据来自于Barcelona 生殖中心。并非所有患者都需要通过精子FISH和/或睾
丸活检来检测减数分裂染色体的情况。 
在整个实验过程中，精子FISH和/或睾丸活检的指征是不一致的。开始阶段，如果患者
有健康的男孩或精液参数正常，就不进行FISH 检测，所以纳入的少弱畸形精子症 (OAT)患
者更多一些。患者被分成3组： 
7.1 患者分组 
1组 为FISH检测组(n= 1,813；100%) 
该组不育患者的染色体核型正常，用于FISH检测的精子数量足够。 
2组 为睾丸活检组 (n= 216；100%) 
因不育或配偶流产，该组患者在过去3年内都曾行睾丸活检，染色体核型均正常。精液
检查结果从无精症到正常精液都有。 
3组 为同时进行FISH检测和睾丸活检组 (n=60； 100%) 
该组患者同时进行FISH检测和睾丸活检，包括不育者或配偶易流产者。 
但是，下列患者被排除: i)后代健康；ii)患者的染色体核型存在没有病理意义的形态
变异，比如9号染色体臂间倒位；iii)患者精子总数低于0.10×106，因为难以评估FISH结
果；iv)患者精液含有很多非生殖细胞，这会干扰FISH结果。 
7.2 精液分析 
精液分析操作根据WHO指南(WHO,1999)进行。部分病例的FISH标本取自相近的精液样
本，大多数患者的精液分析和FISH标本取自同一份精液样本。 
7.3 FISH技术 
精子标本在甲醇/醋酸溶液(3:1)中固定，玻片在二硫苏糖醇(DTT)(5 mmol/L) 和 
Triton X-100(1%)中孵育以解聚精子核（详见Vidal et al.,1993)。使用着丝粒探针
(Vysis Inc.,Downers Grove,IL,USA)得到染色体18(浅绿色)，X(绿色)和Y(桔黄色)的3色
FISH，用特殊位点探针得到染色体13(绿色)和21(桔黄色)的2色FISH。孵育和检测的步骤按
照Vysis试剂盒的说明书进行。结果评价通过Olympus BX51显微镜（滤片是专用的FITC、
TRITC、Aqua和DAPI/FITC/PI 滤片）进行。只有通过形状和/或存在尾部来确定是精子细胞
核后，才进行评价。以下情况的精子细胞核不予评价:1)精子重叠分布或没有明确轮廓；2) 
存在二体和二倍体者，因二者信号强度相同，如果加以区分的话，分离距离要相当于其中
之一的直径(Blanco et al.,1996)，杂交效率必需≥98%（即单倍体精子百分比加上两倍二
体精子百分比加上二倍体精子百分比）(Blanco et al.,1996)。 
每个患者最少分析1,000个精子(2种探针各500个精子)。统计学分析用卡方检验，P＜
0.05有统计学意义。染色体异常频率用百分数和95%可信区间表达。对照组结果已经发表
(Blanco et al.,1997)。 
7.4  减数分裂细胞睾丸活检研究 
患者于门诊在局麻下行单侧开放式睾丸活检。睾丸组织置于低渗氯化钾溶液 (0.075 
mol/L)中，根据文献（Egozcue et al.,1983）固定。用低渗液处理减数分裂细胞使之肿
胀，在分裂前期打碎细胞核膜，使纺锤体和二价体染色体（在第一次减数分裂时彼此联合
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的一对同源染色体）的正常形态丢失。在双线期可能看到交叉点（叫做chiasmata，基因交
换在此进行）。在终末期(前期I的最后阶段)和中期I难以区分染色体，我们用“分裂中期
I”描述这两个阶段。由于继发出现细胞浓缩，该方法除了性染色体和9号染色体外，不能
用于其他染色体。 
7.5 结果 
7.5.1 1组. FISH 检测组(n=1813) 
1,813例患者中，1,576例 (86.9%) 结果正常，237 例 (13%)异常。图 6,7,8 显示
FISH 结果和精液检查结果的关系。 
7.5.2  2组睾丸活检组(n=216) 
若患者的精母细胞在分裂早期Ⅰ和分裂中期Ⅰ阶段没有改变，就认为结果是正常
的。缺少精母细胞Ⅱ不是病理变化。如果正常和改变的精母细胞共存则诊断为嵌合现象。
此组包括各种最常见的异常情况。结果见表Ⅰ。42例(100%)减数分裂异常者的类型见表
Ⅱ。 
  
图6.FISH 结果和精子总数之间的关系图    图7.FISH 结果和精子活动力之间的关系 
 
 
 
图8.FISH 结果和精子形态之间的关系 
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表 I. 睾丸活检减数分裂检测结果 
 
诊断 例数 % 
正常减数分裂 67 31 
仅有 Sertoli 细胞 16 7.4 
仅有第一次有丝分裂前期细胞 31 14.3 
异常减数分裂 42 19.4 
嵌合 60 27.7 
合计 216 100 
 
表Ⅱ.减数分裂异常情况 
减数分裂异常 例数 % 
PI 期异常匹配 6 14.2 
二价染色体联会消失 14a 33.3 
交叉点数量减少 3 7.1 
MⅠ 期存在单价染色体 11b 26.2 
XY 分离 2 4.7 
MⅠ期超倍体 5 11.9 
MⅡ期二倍体 1 2.3 
合计 42 100 
a)4例患者次级精母细胞中存在二倍体，2例患者的全部联会消失, b) 2例患者XY对分离 
PI, MI和MII（细胞位于分裂前期I、分裂中期I和II） 
 
7.5.3 3组同时进行FISH检测和睾丸活检组(n=60； 100%) 
其中18例患者的FISH和睾丸活检结果均未发现异常(30%)(表Ⅲ)，该组有13例患者的
配偶有流产史(21.6%)，6例有正常减数分裂 (33.3%)。余下42例中的7例有减数分裂异常
(16.6%)(表IV和表V)。虽然样本数量少，但正常组和减数分裂异常组间的流产率差异有统
计学意义。在18例睾丸组织活检正常者中，13例有减数分裂中期Ⅱ像缺失 (72.2%)，在这
13例中，9例精子总数正常，他们的分裂中期Ⅱ像可能没有完全缺失。这可以解释睾丸活检
样本的分裂中期Ⅱ像经常缺失(Hultén et al.，1992)。 
25例患者的精子FISH正常而睾丸减数分裂显示异常。表 IV显示了精液检查和睾丸活检
减数分裂的结果。 
表Ⅴ数据描述了17例精子FISH和睾丸减数分裂均异常者。 
表Ⅵ给出了该组FISH的异常情况。 
这17例患者中，只有1例有妻子流产史，9例的精子总数正常(52.9%)，9例(52.9%)的精
子活力正常或中等偏低(≥30%) ，11例(64.7%)的精子形态正常或中等偏低(≥20%) 。 
表IV和V显示了减数分裂异常者的个人资料(n=42；70%)。全部患者(n=42；100%)都有
减数分裂前期I像和性染色体。24例(57.1%)同源染色体对粗线期正常。在分裂中期I最常见
的异常是不完全性联会消失，这可影响减数分裂中期I像(29/38，76.3%),4例(10.5%)可以
观察到完全性联会消失。 
25例患者的精子FISH正常而睾丸减数分裂显示有改变。表IV显示了精液检查和睾丸活
检减数分裂的结果。 
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表V数据描述了17例精子FISH和睾丸减数分裂发生改变者。 
表Ⅵ给出了该组FISH的异常情况。 
表 Ⅲ..FISH检测和减数分裂检测结果均正常的患者(18/60；30%)：流产情况、精液分析和检测减数分裂 
 流产情况 精液分析 减数分裂检测结果 
病
例
号 
例数 精子总数 (x106) 
活力 
（%） 
形态 
（%） 
分裂前期I 分裂中期I 分裂中期II 
1 无 738 20 8 正常 正常 正常 
2 无 205 10 3 正常 正常 正常 
3 无 203 25 6 正常 正常 正常 
4 无 157 50 17 正常 正常 正常 
5a 无 121 15 3 正常 正常 无 
6 无 116 30 40 正常 正常 无 
7b 无 104 5 18 正常 正常 无 
8 无 85 55 17 正常 正常 无 
9 无 57 25 18 正常 正常 无 
10 无 1.1 40 38 正常 正常 无 
11c 无 0.7 0 4 正常 正常 无 
12 无 0.13 0 8 正常 正常 无 
13 6 564 60 47 正常 正常 无 
14 2 495 50 16 正常 正常 正常 
15 4d 161 50 18 正常 正常 无 
16 2e 154 40 23 正常 正常 无 
17 2 90 30 16 正常 正常 无 
18 3f 0.5 30 9 正常 正常 无 
 
a左侧精索静脉曲张；b单侧小睾丸；c单侧隐睾；d 1例患者的13号染色体三体，1例患者核型为46, 
XX；e 1例患者的16号染色体三体；f1例患者核型为46, XX 
 
这17例患者中，只有1例有妻子流产史，9例的精子总数正常(52.9%)，9例(52.9%)的精
子活力正常或中等偏低(≥30%)，11例(64.7%)的精子形态正常或中等偏低(≥20%) 。 
表Ⅳ和Ⅴ显示了减数分裂异常者的个人资料(n=42；70%)。全部患者(n=42；100%)都有
减数分裂前期Ⅰ像和性染色体。24例(57.1%)同源染色体对粗线期正常。在分裂中期Ⅰ最常
见的异常是不完全性联会消失，这可影响减数分裂中期I像(29/38，76.3%)。4例(10，5%)
可以观察到完全性联会消失。 
 
在多精子症者，正常、低或极低精子总数者，正常、低或极低精子活力者，正常、低
或极低精子正常形态者中都可以发现存在着不完全性联会消失和/或小单价染色体(表IV和
V)。在不完全性联会消失和精液参数异常改变之间未发现相关性。在睾丸减数分裂异常的
类型和配子的非整倍体类型(二倍型、二体型)之间未发现相关性。联会过程是在染色体水
平由每条染色体单独控制而非在细胞水平控制(Templado et al., 1981)。在全部细胞的二 
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表 IV.FISH检测正常且减数分裂检测结果异常的患者(25/60；41.6%)：流产情况、精液分析和检测减
数分裂 
  
流产情
况 精液分析 减数分裂结果 
病例
号 例数 
精子总数 活力 形态 
分裂前期 I 分裂中期 I 分裂中期 II (x106) （%） （%） 
1 无 1,721 45 19 PA（部分） 2-3联会消失的二价染色体 bc 无 
2 无 670 45 17 正常 2-4单价染色体 a 无 
3 无 363 40 4 PA（部分） 2-3联会消失的二价染色体 b 无 
4 无 330 40 9 正常 2-4联会消失的二价染色体 b 无 
5 无 287 11 33 正常 2-6单价染色体
a和 2-3联会消失
的二价染色体 b 无 
6 无 265 3 3 正常(70%)， 
PA(30%) 
正常(70%), 完全联会消失(30%)d 无 
7 无 192 35 27 正常 2联会消失的二价染色体 b 无 
8 无 159 40 7 正常 23 二价染色体 d 无 
9 无 88 15 5 PA（部分） 1联会消失的二价染色体 be 无 
10 无 77 50 21 正常 正常(75%),完全联会消失(25%)d 无 
11 无 42 30 5 正常 
1附加的二价染色体: 
无 
超倍体 
12 无 28 35 4 PA 2联会消失的二价染色体 ace 无 
13 无 17 15 11 PA 无 无 
14 无 10 25 34 正常 无 无 
15 无 9.6 60 15 正常 
2-3联会消失的 
无 
二价染色体 bcd 
16 无 9 65 23 PA（部分） 2-4单价染色体 a 无 
17 无 4 16 2 正常 2-3联会消失的二价染色体 ce 无 
18 无 0.2 8 10 正常 23 二价染色体 d 无 
19 无 0.18 50 8 
PA 和 
完全联会消失 二倍体 
四倍体 
20 3 1,716 40 54 正常 2-3联会消失的二价染色体 b 无 
21 5 489 40 25 正常 2-4 单价染色体 a 无 
22 3 218 30 11 正常 
23 二价染色体 d和 23 
无 
正常二价染色体 
23 4 208 50 35 
四倍体 
四倍体 (部分) 1二倍体 -12% 
24 5 198 15 19 PA（部分） 
2-4单价染色体 a和 2 
无 
联会消失的二价染色体 abe 
25 4 73 55 20 PA（部分） 2-3联会消失的二价染色体 c 无 
a小； b中等； c大； d退化； eXY配对早期分离； f部分四倍体携带2个性泡   PA = 配对异常 
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表V.FISH检测和减数分裂检测结果均异常的患者(17/60；28.3%) 
 
PA：配对异常；a小； b中等； c大； dXY配对早期分离； e1例患者核型为92, XX,XY 
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价染色体都发生完全性联会消失的患者中，其精子总数极低：0.18和 1.2×106(表Ⅳ的病
例19和表Ⅴ的病例14)。表Ⅳ中病例6和10的精子总数正常，分别为265×106/mL和77×
10
6
/mL，而他们是部分细胞完全性联会消失(分别只有30%和25%)。42例中有37例(88%)未观
察到分裂中期Ⅱ像。 
这篇报道的结论来自于睾丸活检的研究，不能简单推广到全部睾丸实质。 
 
表VI.FISH检测结果异常的类型（n=17；100%） 
FISH检查结果异常 例数 (%) 
二倍体 7 41.1 
二倍体和二体性性染色体 3 17.6 
二倍体和二体性常染色体 a 3 17.6 
二体性性染色体 2 11.7 
二体性常染色体 b 2 11.7 
合计 17 100 
a涉及13和21号染色体，b 2位患者均涉及13号染色体 
8．评论 
随着1992年Palermo等应用IVF-ICSI技术诞生第一个婴儿和1年后将睾丸内精子(TESE) 
(Schoysman et al.,1993) 应用于该技术获得成功，男科进入了新纪元。男性生育就成为
了从精液或睾丸中获得少量精子的问题。但IVF-ICSI这20年的应用显示现实并非如此简
单：精子必须是整倍体的。如果进入卵子胞浆的精子是非整倍体的，则IVF-ICSI技术无法
解决不育问题。 
如果显微注射入成熟卵母细胞的精子是非整倍体的，卵细胞可能无法受精(Lee et 
al.,2002) 或者虽然可以产生非整倍体胚胎但在受精后的开始阶段就停止发育。这些胚胎
有很高的染色体畸变率(Almeida and Bolton, 1998)；另一种可能是胚胎不能植入，会引
起流产或娩出不健康婴儿 (Giorlandino et al.,1998)。 
在能生育的男性中，每条染色体会检测到大约0.1%的二体型，8号染色体低一些 
(0.03%)，而性染色体高一些(0.27%) (Templado et al.,2011)，包括一个非常高的 
(0.43%) 二体型XY (de Massy, 2003)。通过FISH技术检测，在有生育能力的男性中总二体
型大约是4.5%(Templado et al.,2011)。需要注意的是，这里所有有生育能力男性的减数
分裂核型结果都是异常的。这是一个简单的百分比问题。与可生育男性相比，正常核型不
育患者的睾丸非整倍体水平要高很多:13%（根据我们获得的数据）和14%（根据Sarrate等
结果） (2010)。大量患者被纳入这两项研究中，数量超过2,000例。由于不育男性精子非
整倍体的发病率明显增高，推荐在所有有生育问题的患者中进行调查。 
不育是一种症状，原因众多，包括不直接归因于男方者(女方问题)。做为病因的一部
分，不育的症状(或既往流产史)不能使我们证实或无视减数分裂核型异常的可能性。 
已 有 报 道 OAT 患 者 中 精 子 非 整 倍 体 增 加 (Devillard et al.,2002 ； Lee et 
al.,2002)。另外，在常规精液检查中出现低精子总数(Templado et al.,2011)或异常精子
形态(Calogero et al.,2002)等单个异常结果的患者中，可见到精子非整倍体增加的报
道。不过，并非所有作者都在异常的精子活动 (Calogero et al.,2001)或形态和非整倍体
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精子增加(Sbracia et al.,2002)之间发现相关性。 
由于在不同实验室、不同患者、不同时间之间，精液检查结果存在易变性，我们只能
确定变化趋势而非具体百分值。 
另一个易变性是精子计数的表示是在浓度水平(每毫升)而非总数，这导致与已经发表
的结果难以进行比较。 
即使基本精液参数（计数、活动力和形态，包括多精症）正常，我们也不能排除精子
非整倍体的存在或睾丸减数分裂核型的异常(表Ⅳ和Ⅴ)。精液参数中与精子非整倍体关联
性最强的是精子总数(图6)，其次是精子形态(图8)。第3组的样本量很小且纳入的患者经过
高度选择，由此得到的数据不能普遍应用于不育或易流产人群。经FISH检测，相比第2组 
(237/1813；13%)13%的异常百分率，第3组(表V)要高得多(17/60；28.3%)。这可以解释为
该组入选的病例更为严格。 
根据生育史(不育、流产、进入IVF/ICSI周期的授精率低、胚胎发育停滞、胚胎植入
失败)和精液参数的质量不同，精子非整倍体和减数分裂异常的发生率也会不同。Sarrate
等发布的百分率(26.5%)和我们的结果非常相似(28.3%)。 
与过去只用3个探针相比，5条染色体的FISH研究使我们能够检测出的非整倍体比例更
高，特别是13号染色体高达11.7%。(表VI)。 
本研究中，患者FISH的异常 (100%)意味着睾丸活检减数分裂的核型异常。Sarrate 
等(2010) 在91.7%的患者中遇到这种情况。因为任何非整倍体配子的出现都是因减数分裂
异常所致，所以如果精子FISH发生改变，就没有必要通过睾丸活检进行减数分裂的研究。
根据我们没有公布和Sarrate等(2010)发表的数据来看，有5%～8%的患者会出现FISH改变而
睾丸减数分裂正常的情况。对于睾丸活检的患者，我们在分裂中期Ⅱ没有观察到任何细
胞。那么，产生非整倍体配子的改变可能在第二次减数分裂时发生。另一种可能的解释是
镶嵌现象的存在。 
 在正常FISH患者中，有减数分裂异常的在本研究中占41.6%(25/60)，在Sarrate等
(2010)的研究中达73.6%。数据表明正常FISH结果无法排除减数分裂异常的存在。对于这种
情况可能的解释是：减数分裂异常的细胞不产生精子，与此同时，减数分裂正常的细胞产
生整倍体配子。另一个可能的解释是，精子是非整倍体，其他异常染色体未被检出。如果
FISH结果正常，那就有必要考虑是否需要通过睾丸活检来进行减数分裂的研究。. 
在睾丸活检出现的减数分裂异常和经FISH检测染色体异常的类型—染色体二倍型或二
体型—中，我们没有找到相关性。与常染色体二体相比，我们也没有观察到性染色体二体
的增加。但因本组病例数很少(n=25)，这一点还难以下结论。 
通过FISH和睾丸活检2种方法来检测减数分裂染色体异常，结合既往生育史，建议男
科医生进行胚胎染色体的研究来发现非整倍体精子。另一个选择是建议使用精子库。如果
并未研究存在异常减数分裂的可能性，就冒然进入第二次和多次IVF周期，不是一种合理选
择。 
在睾丸活检的减数分裂研究中，正常者占31%，不能提供信息者占7.4%。分裂前期I的
阻滞(14.3%的病例)可能是由于基因改变所引起，因为在光镜下没有发现导致异常的变化。
在所有改变中，最多见的是联会消失，占 33.3%(表2)。 
72
[第六章 正常核型不育患者的减数分裂染色体异常和精子 FISH 检查] 
73 
 
值得注意的是，27.7%(60/216)的患者表现出嵌合性。他们可能会得益于IVF-ICSI技
术 。 使 用 IMSI 技 术 (Intracytoplasmic Morphologically Selected Spermatozoon 
Injection)将为如何选择显微注射的精子带来更好的方法。ICSI中，可以用16,000 x来选
择用于注入卵母细胞的精子，从而代替标准的400 x。现已发现精子核内的空泡与非整倍体
精子存在相关性 (Garolla et al.,2008) 。 
胚胎植入前的遗传学诊断（PGD）技术，特别是可用于研究全部染色体的阵列比较基
因组杂交技术(aCGH)，能使我们选择整倍体胚胎转移到子宫。 
9．结论 
我们能够得到以下结论: 
1.不育人群的染色体非整倍体发生率是正常生育人群的3倍(13% ～14% V.S. 4.5%). 
2.对于一个有着正常有丝分裂核型的不育男性而言，临床或精液分析的资料不能使我
们确定或排除产生非整倍体配子的可能性。我们已经观察到在精子计数和非整倍体水平之
间的部分反向关系。 
3. FISH检测的异常结果和睾丸减数分裂结果的一致性几乎达到100%，因此FISH异常
者不必再进行睾丸活检。 
4.正常FISH结果可能需要进行睾丸活检，因为在超过40%的患者中可以观察到睾丸减
数分裂异常。这有赖于既往生育史。 
5.对于完全不育患者来说，FISH检测必需与精液检查同时进行。这一点很重要，此外
没有更为直接的方法。 
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第七章 卵细胞浆内单精子注射（ICSI）的新进展 
Lodovico Parmegiani，Graciela Estela Cognigni and Marco Filicori 
GynePro Medical Centers，Reproductive Medicine Unit，Bologna 
1. 引言 
近二十年来，卵细胞浆内单精子注射（ICSI）已经成功的应用于男性不育症的治疗
（Van Steirteghem et al.，1993）；将精子直接注射入卵细胞浆内使胚胎学家克服了精
子活力差、精子卵透明带结合能力差及顶体反应差等所造成的缺陷。虽然 ICSI 技术已经在
全球范围内成功应用了很多年，但是我们对 ICSI 成人是否会存在长期的副作用一无所知。
实际上，由于 ICSI 省略了自然受精过程中的几个关键检测点而且许多步骤与生理过程有很
大不同，因此人们对这项技术的安全性仍然存在怀疑（Oehninger，2011）。例如，将精子
的尾部注入卵细胞浆内可能导致精子核解聚（Dozortsev et al.，1995；Markoulaki et 
al.，2007）。另外，我们还应该注意到 ICSI 可能会增加注入遗传或功能异常精子的风险
（Sakkas et al.，1997；Bonduelle et al.，2002；Marchesi，2007；Schatten，2009；
Heytens et al.，2009；Navarro-Costa et al.，2010)。鉴于以上原因，为了使 ICSI 技
术风险最小化，此程序中有任何新进展都是可喜的，这些新进展可以帮助操作者复原一些
基本的生理检测点并模拟自然受精过程（Parmegiani et al.，2010a）。 
2. 透明质酸（HA）和透明带：两个重要的人类受精检测点 
自然状态下，人类卵母细胞周围是： 
·卵丘冠状复合物（COC），由细胞和细胞外基质构成。细胞外基质由透明质酸(HA)和
蛋白聚合而成。 
·透明带（ZP），一层紧邻卵母细胞的厚的有弹性的糖蛋白衣被（Yanagimachi，
1994）。 
精子必须穿透这两层才能与卵膜融合。 
在人类睾丸的生精过程中，细长的精子细胞在细胞质挤压和质膜重塑的作用下形成了
HA 和 ZP受体，这两种受体是精子穿入卵母细胞必不可少的。 
在精子形成末期，两种特定蛋白的不同表达水平似乎与精子的成熟度、DNA 的完整
性、染色体非整倍性率及受精潜能有关。这两种蛋白是： 
·热休克蛋白 HspA2分子伴侣，参与减数分裂。 
·肌酸激酶（CK），富含于精子细胞质中（Cayli et al.，2003）。 
成熟精子中含有高浓度的 HspA2 和低浓度的 CK（Cayli et al.，2003）。相反，成熟
障碍的精子其 HspA2 低表达，这可能是引起减数分裂缺陷和染色体非整倍性的原因。事实
上，与不成熟精子相比，成熟精子的非整倍性率减少了五倍以上（Jakab et al.，
2005）。不成熟精子也含有较高水平的 CK（Huszar，1993）；不成熟精子中这种高水平 CK
的形成要归因于精子形成末期精子的缺陷，在正常的精子发育末期多余的细胞质会作为
“残余体”从细长的精子细胞中挤出（Cayli et al.，2003）。与之相反，成熟受阻或成
熟度减低的精子表现为更多的富含有 CK 和其他细胞质酶的胞质被保留，脂质过氧化作用增
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加并随之产生了 DNA 碎片，以及精子形态学畸形。由于缺少了细胞膜的重塑，不成熟精子
缺乏 ZP和 HA 的结合位点，因此不成熟精子不能使卵母细胞自然受精。 
3. 透明质酸筛选精子 ICSI 
自然过程中，透明质酸（HA）参与精子的筛选机制，因为只有已经排出特异受体以结
合到 HA 上的成熟精子才能够接近卵母细胞并使之受精。在体外研究中 HA 也被公认为“生
理性选择因子”。有研究证实在体外能够结合到 HA 上的精子是那些已经完成质膜重塑、细
胞质挤出和核成熟的精子（Cayli et al.，2003；Huszar et al.，2003；2007）。而且，
结合 HA 的精子具有更好的形态（Prinosilova et al.，2009；Parmegiani et al.，
2010a），它们在非整倍性或 DNA 碎片方面也表现为低风险（Parmegiani et al.，
2010a）。因此，在 ICSI 之前用 HA 选择精子可以优化治疗的结局（Parmegiani et al.，
2010a，b）并且还有很多其他好处： 
·在实际操作过程中，结合 HA的精子更容易被注射针吸取（Balaban et al.，2003） 
·含有 HA 的培养基对注射后的受精卵的发育没有负面影响（Van den Bergh et al.，
2010） 
·由于其天然属性 HA 可以被卵母细胞代谢（Balaban et al.，2003；Barak et al.，
2001；Van den Bergh et al.，2010） 
至少，在 ICSI 前处理精子时 HA 作为一种更天然的替代品要优于人工合成的塑胶聚乙
烯比咯烷酮（PVP）。在大多数辅助生殖中心，PVP 被常规用于 ICSI 操作过程中，以减低
精子活力，并且人们认为 PVP 可能对卵母细胞有毒副作用（Jean et al.，1996；2001）。 
任何 IVF 实验室都很容易制备“自制”HA-捕获精子选择体系（Huszar et al.，
2003；Nasr-Esfahani et al.，2008）。然而，目前专门为精子-HA 结合选择而设计的两
种备用的体系可以由市场提供： 
·底部有 HA 水凝胶微粒的塑料培养皿 (PICSI® Sperm Selection Device，
MidAtlantic Diagnostic - Origio，Måløv，Denmark)； 
·含 HA的黏性介质(Sperm Slow™，MediCult–Origio) 
这种用 HA 结合的精子（使用 HA-黏性介质或 HA-培养皿）进行 ICSI 的新方法已经被定
义为“透明质酸筛选精子 ICSI”（Parmegiani et al.，2010a）。 
由于这些精子-HA 结合选择体系易获、高效并且被批准用于 IVF (Parmegiani et 
al.，2010 a；2010 b；Mènèzo，2004；Worrilow et al.，2007；2010)，所以 IVF 中心可
以选择最合适自己中心的体系。黏性介质需要制备微滴这一特定步骤来优化 HA-捕获精子
的选择（Parmegiani et al.，2010b）；而“透明质酸筛选精子 IMSI”比 PICSI 更实用，
因为它可以用在玻璃底培养皿的高倍精子评估中（Parmegiani et al.，2010a；见第 5
段，IMSI）。另一方面，即使没有参加过专业培训的胚胎学家也能很容易地找到 PICSI 中
HA-捕获精子。 
 
3.1 PICSI 操作步骤 
PICSI 皿为预置 3 个粉化 HA 微粒的常规塑料培养皿。通过将 5μL 的新鲜培养基加到
三个微粒上使粉化的 HA 得以重新水化。然后用细管尖将 2μL 处理后的精子悬浮液移入到
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这些培养基液滴中。PICSI 培养皿是在油下孵育的；5 分钟内结合的精子会通过其头部连接
到 HA微粒表面上，并且绕着其头部旋转。（图 1） 
图 1.PICSI 皿里的精子(放大倍数 400 X) 
 
 
ICSI 注射针选取能动性最好的 HA-捕获精子，然后逐个将其注入卵母细胞中。为了使
精子的显微操作更易实施，ICSI 注射针内可以预先装入制动介质（PVP 或精子制动体
系）。 
在 PICSI 中，结合 HA 的精子（*）通过其头部固定于皿的底部，其尾部在头部周围大
幅度摆动。相反，未结合 HA的精子以各种各样的运动方式自由地在培养基液滴中游动。 
 
3.2 精子制动操作方法（Parmegiani et al.，2010b） 
在培养皿（塑料或玻璃底）中，用吸管将 2 μL 处理后的精子悬液液滴连接到 5 μL
新鲜培养基液滴上。同时，用吸管将 5 μL 精子减速剂液滴连接到 5 μL 新鲜培养基液滴
上（图 2）。培养皿中覆盖一层矿物油，精子在 37℃下培养 5 min。结合 HA 的精子会在两
液滴连接区域减速（如果被捕获的话），通过注射针选择和分离这些精子，然后将其注入
卵母细胞内。在精子减速操作中，HA 结合的精子尾部被拉直，活动性明显减慢，鞭打幅度
较小。未结合 HA 的精子在介质液滴周围泳动，它们的活动不因介质的黏度而减慢而且其尾
部有较宽的鞭打幅度。 
 
3.3 “透明质酸筛选精子 ICSI”的临床有效性 
已证明，注入 HA-捕获精子可以改善胚胎的质量和发育，因为可以顺利选择核正常及
DNA 完整的精子：实际上，HA-ICSI 的优胚率高于传统的 PVP-ICSI 并且胚胎发育率也明显
增高（Parmegiani et al.，2010a）。而且 HA-ICSI 可以加快费时的 IMSI（Parmegiani 
et al.，2010a）。迄今为止发表的例数最多（428 例患者）的研究（Parmegiani et 
al.，2010b）对生理性 HA-ICSI 和常规的 PVP-ICSI 进行了比较，它揭示了注入 HA-捕获精
子能够明显改善胚胎的质量和种植。 
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图 2.精子制动液滴的准备 
用吸管将 2 μL 处理后的精子悬液液滴连接到 5 μL 新鲜培养基液滴上。同时，用吸管将 5 μL 精子
制动剂液滴连接到 5 μL 新鲜培养基液滴上。 
 
有研究报道，注入 HA-捕获精子其受精率和妊娠率也有增长趋势（Mènèzo Nicollet，
2004）。Nasr-Esfahani 等（2008）发表的文章显示注入 HA-捕获精子的卵母细胞有更高的
受精率。 
Worrilow 等（2007）发现与常规 ICSI 相比，PICSI 可以明显改善受精率和胚胎质量并
降低流产率，此差异具有统计学意义。他们随后的研究证明 PICSI 可以明显降低第 3 天胚
胎的碎片率进而显著提高其质量，并有利于优质囊胚的形成和提高临床妊娠率（Worrilow 
et al.，2010）。 
然而，有一篇报道认为受精率、妊娠率和种植率没有差别（Sanchez et al.，
2005）；注入 HA-捕获精子后没有显著的临床改善可能是因为研究的患者例数太少（18
例）。近来，对 2014 例 HA-ICSI 和 1920 例 PVP-ICSI 进行历史性对照研究显示生理性
ICSI在胚胎质量和妊娠率上均没有显著的增加（Mènèzo et al.，2010）。 
Van den Berg 等（2010）用前瞻性随机的方法将 HA 结合（HA+）或未结合（HA-）的
精子分别注入 407 个第二次减数分裂中期（MⅡ）的卵母细胞内，发现受精卵评分没有差
异。我们的团队（Parmegiani et al.，2010c）对这个研究的伦理方面产生了质疑，因为
这个研究中注入了未结合 HA 的精子，所以存在染色体畸变的遗传风险。 
总而言之，以上引用的大部分研究认为应用 HA 制动介质或 HA-皿的生理性 ICSI 可以
改善临床结局（Parmegiani et al.，2010a； 2010b；Worrilow et al.，2007；2010；
Nasr-Esfahani et al.，2008）。至少，在所有的研究中生理性 ICSI 从来没有对 ICSI 的
结局参数产生过不利影响（表 1）。如果大型多中心前瞻性随机对照研究证实其对 ICSI 结
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局有暗示性有利结果，HA 应该作为 ICSI 前的“生理性”精子选择的首选，因为 HA 能够降
低遗传并发症并且没有任何毒副作用（Parmegiani et al.，2010c）。 
FR: 受精率; EQ: 胚胎质量; PR: 妊娠率; IR: 种植率; MR:流产率; ND: 未描述 
表 1.关于注入 HA-捕获精子的研究 
作者 HA体系 治疗或患者的例数 HA-ICSI 结局 
Menezo et Nicollet，2004 SpermSlow 92 HA-ICSI 比较 110 PVP-ICSI 无差异 
Sanchez et al.， 2005 N.D. 18 HA-ICSI与对照组比较 无差异 
Worrilow et al.， 2007 PICSI 240 对夫妇：PICSI 比较 PVP-ICSI FR， EQ， MR提高 
Nasr-Esfahani et al.，
2008 
Home-made 
50 对夫妇：同胞卵；HA-ICSI比较PVP-
ICSI 
FR提高 
Van Den Berg et al.，
2009 
SpermSlow 44 对夫妇 同胞卵：HA+比较 HA-精子 无差异 
Parmegiani et al.，2010 
a 
SpermSlow 125 HA-ICSI 比较 107 PVP-ICSI EQ提高 
Parmegiani et al.，2010 
b 
SpermSlow 331 HA-ICSI 比较 97 PVP-ICSI EQ， IR提高 
Worrilow et al.， 2010 PICSI 215 couples: PICSI 比较PVP-ICSI EQ提高 
Menezo et al.， 2010 SpermSlow 2014 HA-ICSI比较1920 PVP-ICSI 无差异 
4. 结合透明带的精子 
不成熟精子中含有低密度的 ZP 结合位点和 HA 受体（Huszar et al.，2003）。结合
ZP 的人类精子显示的属性与 HA-捕获精子相似，包括最少的 DNA 碎片，正常的形态及较低
的染色体非整倍性率（Yagcy et al.，2010）。而且，在某些哺乳动物中，同样的精子膜
蛋白首先参与透明质酸酶活性，其次参与 ZP 结合（Hunnicutt et al.，1996）。这些研究
表明精子-ZP的结合过程与 HA一样在精子的自然选择中扮演着十分重要的角色。 
精子-ZP 结合试验可以将精子与不成熟的 MⅠ卵母细胞共培养几小时；结合到 ZP 上的
精子可用注射针回收并用于 ICSI：当应用这一系统时，Paes de AlmeidaFerreira Braga
等（2009）发现注入 ZP-结合精子可以提高胚胎质量。Black 等（2010）在一研究中发现注
入 ZP-结合精子的 ZP-ICSI 与传统的 ICSI 相比可以提高着床率和临床妊娠率。Liu 等 
(2011) 发现 ZP-ICSI 与传统的 ICSI相比可以显著提高优质胚胎的质量。 
尽管目前关于精子-ZP 结合及其机制的信息还很少，但是，最近的研究表明对于鉴定
ICSI 精子的性能方面，精子-ZP 结合试验是一种有效的方法。因此，精子-ZP 选择同时 HA-
精子选择可以用来模拟精子结合卵子的自然过程。 
5. 卵细胞浆内形态学选择精子注射 (IMSI) 
对于 ICSI 中精子的评估一般采用最高 400×的放大倍数。一些研究表明依照严格的标
准可以对精子的形态进行评估（Kruger et al.，1986；1988）： 
·对于 ICSI 周期结局没有太大的预测价值（Svalander et al.，1996；French et 
al.，2010） 
·对胚胎发育或形态没有影响（French et al.，2010）。 
但是，若想实现获得最有活力的胚胎和减少新生儿疾病的目标，依赖某些方法来选择
理想的配子（卵子和精子），这样做似乎是合乎逻辑的（Parmegiani et al.，2010c）。
很遗憾，在 400～1，000 的放大倍数下观察时，精子的大小及形态对染色体完整性或染色
体数目畸变没有可靠的预测性（Celik-Ozenci et al.，2004）。 
为了改善“成像”精子选择，Bartoov 团队(1994，2001，2001)发明了一种不染色、
实时的、高倍放大的评估精子的方法（MSOME：活动精子细胞器形态学检测）。MSOME 是通
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过应用一台倒置光学显微镜来实现的，此显微镜配备有高倍 Nomarski 镜片，通过数字成像
后使放大倍数高达 6，300×（图 3）。MSOME 选择系统应用于 ICSI 患者中证明了人类精子
核的形态学完整性是与妊娠率有关的一个重要参数（Bartoov et al.，2003，Berkovitz 
et al.，2005）。根据 MSOME 标准修改的 ICSI 规程被定义为 IMSI：卵胞浆内形态学选择
精子注射（Bartoov et al.，2003）。一项配伍研究（Bartoov et al.，2003）证实与传
统的 ICSI 相比 IMSI 可以显著提高妊娠率，甚至种植率可以提高 3 倍。Berkovitz 等，
2005 年发现如果没有正常的精子用于 ICSI，流产率将从 10%（没有有正常细胞核的精子）
增加到 57%。事实上，对于有既往 ICSI 失败史（Bartoov et al.，2003；Berkovitz et 
al.，2005；Hazout et al.，2006；Antinori et al.，2008；Franco et al.，2008；
Mauri et al.，2010；Souza Setti et al.，2010）或有较严重的男方因素（Balaban et 
al.，2011；Souza Setti et al.，2011）的夫妇来说，只将严格定义的，有正常核形态的
精子显微注入卵细胞内可以大大改善 ICSI 的结局。IMSI 的积极作用对于第 2 日的胚胎并
不明显（Mauri et al.，2010），相反地，注入头部不正常或核含空泡的精子会对 5～6 日
的胚胎发育（Vanderzwalmen et al.，2008）及 ICSI 结局（Berkovitz et al.，2006a；
2006b；Cassuto et al.，2009；Nadalini et al.，2009）产生负面影响。注入不含核空
泡的精子对 ICSI 结局具有积极影响，这可能是因为与注入含空泡的精子相比，其具有更好
的线粒体功能，染色体状态及低非整倍性率（Garolla et al.，2008；Boitrelle et 
al.，2011）。另外，精子的核形态正常可能与获胚的非整倍性发生率较低有关（Figueira 
et al.，2011）。 
必须提及的是 IMSI 的操作步骤是费时的：选取 1 个“正常”的 MSOME 精子需要 60-
120min（Antinori et al.，2008）。而且，在高倍镜下选取精子的过程本身也可能会损伤
精子的细胞质：显微镜加热 2h 后，精子的核空泡显著增加（Peer et al.，2007）。通过
将高倍显微镜与 HA-精子选择系统相结合可以加速 IMSI 的操作。根据 MSOME标准，HA 介质
有助于选择核正常的精子亚群：Parmegiani 等（2010a）发现结合 HA-捕获精子的核正常率
明显高于 PVP 中的精子。 
可以看出，尽管操作过程费时而且高倍显微镜的成本较高，但是 IMSI 确实是一种安全
有效、无损伤的精子选择系统，在不久的将来可以得到广泛地应用。 
图 3.人类精子(放大倍数>6，300×) 
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5.1 IMSI 操作程序 
通常，首先用密度梯度系统对精子进行处理。然后，将制备好的精子悬液加入到玻璃
底培养皿中的 PVP（或“生理性 IMSI”的精子减速体系 Parmegiani et al.，2010a）液滴
中，其上覆盖矿物油。为了选择最好的精子进行注射，需要评估精子“核常态”。 依照活
动精子细胞器形态学检测（MSOME）标准常常对细胞核进行实时评估。根据 MSOME 标准，正
常形态的精子核为光滑的、匀称的、椭圆形的结构。平均长度和宽度（±标准差）必须为
(4.75±0.28)μm 和 (3.28±0.20)μm。如果精子头部含一个或多个空泡（直径为
0.78±0.18）并且其面积大于正常核的 4%，则认为核染色质内容物异常。精子核必须同时
具备正常形状及正常染色质内容物才可以被认为是形态正常。为了快速评估精子核正常形
态，可以将一种固定的、适合 MSOME 长宽标准的精子核透明胶片叠放在显示器屏上来测量
细胞：如果长度或宽度偏离正常平均轴值 2 个标准差，则认为核形状异常,可以采用类似的
胶片形式来检测空泡（图 4）。也可以采用专门的数字成像软件来测量核长度、宽度及空
泡。 
为了快速评估精子核正常形态，可以将一种固定的、适合 MSOME 长宽标准的精子核透
明胶片叠放在显示器屏上来测量细胞：如果长度或宽度偏离正常平均轴值 2 个标准差，则
认为核形状异常。可以采用类似的胶片形式来检测空泡（Bartoov et al.，2003）。 
图 4.IMSI 过程 人类精子（放大倍数>10,000×) 
 
 
6. 精子头部的双折射 
偏振光显微镜在 ICSI 中的应用是一种新的精子选择工具（Baccett，2004）。这种方
法是基于精子原生质结构具有双折射的特性。在成熟精子核内，有一种很强的固有双折
射，这与核蛋白丝纵向有序的排列有关。装有偏振透镜的倒置显微镜被用于 ICSI 中实时的
选择双折射精子。双折射位于顶体后区说明顶体反应已经发生；注入有顶体反应的精子似
乎有利于有活力的 ICSI 胚胎的发育（Gianaroli  et al.，2010）。特别是对少弱畸精子
症或睾丸精子而言，注入双折射精子似乎是有益的（Gianaroli et al.，2008；2010）。 
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7. 结论 
ICSI 的引入（Palermo et al.，1992）已经以革命性的方式改变了辅助生殖技术领
域，使我们能够有效治疗以下患者： 
·少弱畸精子症 
·睾丸精子 
·卵子数量少 
·既往 IVF失败 
在这些情况下，欠佳的精子可以越过自然受精过程中的生理检测点并且发育成胚胎，
然后形成胎儿。传统的 ICSI 有注入不成熟、DNA 损伤、非整倍性、低活性、形态学异常、
透明带结合缺陷、顶体反应不足精子的潜在风险。如今，至少对于人类而言，在选择欠佳
精子对 ICSI 成人的长远影响方面，我们还没有相关的认识。例如，注入 DNA 损伤精子的一
个潜在的令人担忧的负面影响已经由动物研究所证明，此研究表明其不仅对妊娠和分娩有
副作用，而且对于之后的成年动物的健康亦有影响，如生长异常、早熟衰老症、行为异常
及间质瘤（Fernandez-Gonzales et al.，2008）。 
幸运的是，在人类中，虽然染色体畸变的轻微增高似乎是由注入非整倍体精子引起的
（Bonduelle et al.，2002），但是标准的ICSI前精子制备技术似乎已将注入DNA损伤精子
的风险降到最小（Zini et al.，2000；Younglai et al.，2001；Donnelly et al.，
2000；Ahmad et al.， 2007；Jackson et al.，2010；Marchesi et al.，2010；
Castillo et al.，2011；Ebner et al.，2011），同时对ICSI儿童的后续研究也证实了该
技术的安全性(Van Steirteghem et al.，2002，Leunens et al.，2008；Belva et al.，
2011；Woldringh et al.，2011)。 
本章节描述的最新的精炼的ICSI操作程序是可靠的、易于操作的、非侵入性的，并且
在某些方面与传统程序相比“最接近自然”。例如，在ICSI之前通过精子的成熟标记如HA-
ZP受体来选取精子（Huszar et al.，2003；Paes de Almeida Ferreira Braga et al.，
2009），这样至少可以模拟自然状态，以便恢复生理性选择并预防假定的DNA损伤和染色体
不平衡精子的受精。另外，非侵入性成像精子选择技术如IMSI（Bartoov et al.，2003）
或精子头部双折射（Gianaroli et al.，2008）可以成为理想精子选择的有效辅助方式。 
事实上，基于非侵入性形态学或成熟度标记物进行的精子选择可以帮助胚胎学家选取
“完美的”精子进行注射。这些ICSI新进展可能会促进精子选择体系改善： 
·受精 
·胚胎质量 
·囊胚形成 
·妊娠 
·流产减少 
而且，一些新技术也有助于标准化 ICSI，从而减少操作者内部 
及操作者间选择注射精子的差异性。例如，HA-ICSI 为胚胎学家提供了识别已完成成熟过
程的精子的可能性。另一方面，IMSI 可以精确评估和测量精子。尤其是这两种技术还可以
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合二为一，在高倍镜评估前先选择 HA-捕获精子。这种组合程序（生理性 IMSI）加速了根
据 MSOME 标准进行的“费时”的精子选择过程（Parmegiani et al.，2010 a）。 
这些 ICSI 新进展的易重复性应该能促使胚胎学家和临床医生主动的为所有 ICSI 患者
提供这些技术的改进，其不仅优化了临床结局，而且恢复了在传统 ICSI 中被省略的自然受
精过程中一些基本检测点。 
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1．引言 
 不孕症定义为一对夫妇在规律、无保护的性生活一年后未能怀孕。人们对于不育的误
解非常常见。不育大约影响15%的夫妇。这不只是什么“女性问题”，因为不育夫妇中约50%
是男性因素造成的。对于不育夫妇而言，不应该低估男方存在的问题。男性不育可能是夫
妇未能受孕的唯一原因，所以最好到男性不育专科去确诊。据美国辅助生殖技术学会2009
年的全国总结报告，近35%的不孕不育是由于男方因素引起的。在上个世纪后期，只能使用
捐赠的精子进行人工授精或体外受精来治疗严重的男性不育。然而，对于大多数不育夫
妇，尤其是男性来说，由于民族文化的影响并不愿意使用捐赠的精子。现在，对于男性不
育症的研究进展已经产生了新颖的治疗方法，特别是胞浆内单精子注射（ICSI），该方法大
大提高了男人，包括那些由于遗传原因没有精子（无精子症）者，获得自己亲生后代的机
会（Palermo et al.,1992）。目前，即使是严重的男性不育者，仍然可能使女方怀孕。这
主要得益于ICSI技术的成功和外科经睾丸取精技术的进步。近年来ICSI技术已经发展出形
态选择胞浆内精子注射（IMSI）和透明质酸捕获选择胞浆内精子注射（PICSI）技术 
(Parmegiani et al.,2010a,b；Said & Land 2011；Berger et al.,2011)，明显提高了世
界各地IVF诊所的受精率和妊娠率。因为在这本书的其他章节已经深入探讨了人类ICSI技术
的新进展，这里主要讨论通过睾丸活检获得精子、将来源于无精子症男性的圆形或伸长形
精子细胞用于人类IVF以及探索利用干细胞和体细胞采用新技术来生产人造精子等。 
2．无精子症男性不育的评价 
有多种情况可能会导致男性不育。通过对每对配偶进行全面的临床评价来建立正确的
诊断，是治疗男性不育的重要组成部分。精液分析是男性生育力评价的基石，这也是评估
男性生育力最简单的方法。而完整的评价标准包括综合全面的病史、体检和至少2次的精液
分析。 
除了精液分析以外，还要进行专门的精子功能试验，包括精子获能和顶体反应的测
量，计算机辅助精子运动分析，精子抗体检测，白细胞定量等。根据世界卫生组织（WHO，
2010）的标准，精液参考值下限应包括精液量（1.4～1.7 mL）、精子浓度（12～16百万/ 
mL）、精子运动能力（38%～42%）和形态（3.0～4.0），它们作为一个整体来用于评估精子
使女方受精的潜力。在正常范围之外的多次异常结果往往提示男性不育症。在大约1%～2%
的病例中，精液分析异常可能是某种危及生命疾病的首要迹象。不育的诊断不仅仅意味着
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丈夫出现了问题，同时也可能使其后代的健康处于危险之中。随着对男性不育遗传学认识
的不断深入，可能20%的患者由于基因因素引起。这种评价的主要目的是明确问题的原因和
排除危及生命的病理情况。因此，男性不育的遗传诊断在辅助生殖技术中发挥重要作用。
如今，可以对有遗传风险的不育夫妻进行囊性纤维化、染色体核型和Y染色体微缺失的分
析，这些实验具有重要的诊断价值。 
在经过详细的精液分析后，可能会找到潜在的男性不育原因（ Comhaire＆
Vermenlen，1995）：（1）完全没有精子（无精子症）；（2）精子计数低（少精子症）；（3）
异常形态精子（畸形精子症）；（4）精子运动异常（弱精子症）；（5）完全不动精子（死精
子症），此时的精子可能是活着但不移动，也可能是死精子；（6）精子运输异常，如性功能
障碍、梗阻、曾行输精管结扎术，或逆行射精等。在早期的研究中，人们认为男性最常见
的不育原因是精索静脉曲张，也就是在阴囊中存在曲张的静脉。曲张静脉会产生额外的热
量，从而导致低精子计数和精子的运动障碍。不过，一些临床研究发现，修复曲张的精索
静脉后并未出现女方怀孕率的明显增长。对Y染色体微缺失的现代研究表明，基因异常可能
造成精液参数异常。随着卵胞浆内单精子注射（ICSI）技术的进展，实验人员可以采用显
微工具来分离单个精子，然后直接注入到卵母细胞内。该技术与体外受精（IVF）联合，在
治疗男性少精子症、弱精子症和女性成熟卵子少的病例中已经获得成功。少精子症的男性
经常出现染色体畸变和DNA的完整性受损。因此，体外选择正常的精子是ICSI中至关重要的
环节，直接对着床前胚胎的发生产生影响。透明质酸是卵丘细胞基质的主要成分，在IVF中
对选择有功能的精子可起到关键作用（Parmegiani et al.,2010a）。PICSI技术已被用于治
疗少精子症和弱精子症男性的不育问题。此外，先进的IMSI技术已被用来治疗畸形精子
症。 
3．获得无精症男性的精子 
在对无精症男子进行完整评估和诊断的基础上，可以通过非手术或手术方式获得精
子。 
3.1 非手术取精技术 
3.1.1 电射精（EEJ） 
许多原因会造成脊髓损伤的男性发生不育。射精障碍、精子生成异常、生殖道的慢性
感染和堵塞都是潜在因素。目前，已经有一些方法来获取无精子症男性的精子。例如，通
过振动刺激阴茎头和阴茎体来得到精液。由于脊髓损伤造成的神经损害或偶因其他原因所
导致的男性不射精，可以通过射精管内部的电刺激产生精子。对于能正常产生精子的男性
而言，电刺激可沿输精管和附睾形成的输精管路，直接到达睾丸，获得精子，这是一种非
常成功的治疗方式，但对于神经系统发生短路者则无法成功。尽管由于在体内时间太长，
精子质量往往较差，但通常可用于ICSI治疗。对于因其他原因造成无法射精者，如糖尿
病、腹膜后淋巴结清扫术后、盆腔手术后、多发性硬化症、或特发性性高潮损失，EEJ也被
证明是有效的。EEJ是非侵入性操作，整个过程在门诊局麻下30 min即可结束，无痛苦，当
天即可恢复工作。电射精可在超过90%的患者中获得成功，但在大多数情况下，精子浓度和
精子活力相对较低。EEJ结合ICSI技术，受孕率可高达50%。总体而言，通过这种方法怀孕
的机率与健康男性类似。不过，对于脊髓损伤平面低于腹部者，电射精必须在满意的麻醉
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下操作。为了避免自主神经反射异常引起的并发症，必须进行完整的泌尿系统检查和治疗
尿路感染。在此过程中，往往发生逆行射精，也就是精液向后射入膀胱，精子必须从尿中
收集。 
3.1.2 睾丸精子抽吸术（TESA）和经皮附睾穿刺取精术（PESA） 
辅助生殖技术中，TESA和PESA已被用于作为微创或非手术的取精术。这种技术是在镇
静情况下进行的快速无痛的过程。一个微小的经皮穿刺针用于直接从睾丸或附睾提取精
子。使用这些微创技术，可以从输精管结扎术者、输精管结扎复通术失败者、输精管缺如
者、梗阻性无精症者得到精子。此外，在某些非梗阻性无精子症（NOA）患者中偶尔可能获
得个别精子。取精过程通常在门诊手术完成，持续约1 h。经皮抽吸技术的优点在于可以局
部麻醉，不用开放手术进行阴囊探查和无随后带来的术后不适，无需显微外科经验。此
外，患者并不需要住院治疗，并几乎立刻恢复。患者在一两天内就可返回到工作岗位。应
该指出的是，一些男性单次经皮穿刺就可产生足够的精子，可将其冷冻用于后续的ICSI。
与一次射精通常含有100～300百万个精子相比，通过这种技术取精虽然只能获得100～200
个精子，但当它与ICSI结合时，足以使女方成功怀孕。 
3.2 手术取精技术 
当精子产量低或附睾、睾丸有一定萎缩时，需要应用显微外科技术进行手术取精，该
方法是经附睾、含精子丰富的背侧睾丸小管或直接切除小块睾丸组织，进行处理后最终得
到精子，一般包括：显微附睾精子抽吸术（MESA）和睾丸精子抽取术（TESE）。这两种技术
显然更具侵入性。当患者的精子产量极低时，TESE是在高倍镜下非常精确地寻找精子的过
程。MESA和TESE是最常用的手术方式，因为两者的目的是获取足够的精子来冻存用于未来
的ICSI。MESA从附睾小管中直接取得精子，从而最大限度地减少血细胞污染附睾液，这可
能对IVF中精子的受精能力产生影响（Cornell Physicians,2010）。不过，在大多数情况
下，MESA结果往往很差和难以预测。因此，TESE是从非梗阻性无精子症或梗阻性无精子症
（OA）患者中获得精子的一种有效和易被接受的技术。不过，常规的TESE技术是在多个区
域进行盲穿睾丸活检，需要切除大量睾丸组织（＞700 mg），存在睾丸永久性损害的风险。
最近的研究建议（Pühse et al.,2011），诊断OA时没有必要进行睾丸活检，因为其具有正
常的FSH、葡萄糖苷水平和正常睾丸体积。不过由于正常的精子发生经常出现在较大的睾
丸，因此对OA者进行单侧活检是可行的，当两侧睾丸之间的差异显著时，则可对较大侧睾
丸进行操作。利用光学放大系统，在睾丸的相对无血管区做切口。目前，因为许多泌尿科
诊所没有先进的显微手术仪器，所以多采用常规手术途径经睾丸或附睾获得睾丸组织活
检。睾丸暴露后，沿鞘膜做长切口显露出睾丸实质。将曲细精管轻轻分开，在手术显微镜
下检查。睾丸的精子可能存在于非梗阻区的睾丸小管中。这样做损伤最小，可避免破坏睾
丸功能，如果没有取到足够数量的精子还有进行ICSI的机会。但睾丸活检是一种侵入性手
术，因此，有效应用TESE和精子冻存技术将可减少额外手术。 
4．睾丸活检精子的优选方法 
治疗无精子症时，用外科手术进行睾丸取精被广泛使用，但睾丸活检是一种侵入性手
术，而使用显微镜将减少手术打击。在过去的十年中，许多研究小组建议优化使用睾丸活
检的标本。目前已经产生了几种策略，包括改善精子活力和增加冷冻后的活动精子回收率
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（Wu et al.,2005）。在大多数情况下，睾丸活检只能得到几个精子，而且这些精子完全不
活动，偶尔会出现个别精子缓慢的“颤动”。无精子症的治疗目的是在睾丸组织中获得足够
的活动精子用于ICSI。在临床实践中，我们使用以下3种方法来优化单个的睾丸活检标本。 
4.1 从睾丸活检组织中获得活动或不活动的精子 
睾丸组织活检手术往往是由泌尿科医生在局麻下进行。获得睾丸活检组织后，要马上
检查是否存在精子和他们的运动情况，但TESE样品通常包含大量组织、红细胞和碎片。在
我们实验室，将标本切成小块，把所有组织和培养液移入到离心管中，离心后用改良人输
卵管液（mHTF，Irvine scientific，CA）洗涤。移去上清液，将沉淀用1～2 mL的mHTF液
重悬混合。然后，取带有少量组织的切片，在显微镜下检查精子情况。 
4.2 睾丸活检组织的体外成熟 
实施ICSI的唯一要求是每一个卵母细胞对应一个活精子（Nagy et al.,1995）。精子运
动不是ICSI获得成功的必要条件，但其是最可靠的精子生存的标记。经睾丸抽取的精子数
量常常足够用于ICSI，不过这些极少数的精子在刚获得的睾丸活检标本中表现为颤动或完
全不动。我们的研究结果显示，在刚取得的睾丸活检样本中，活动精子小于3%（轻微颤动）
（Wu et al.,2005）。大多数情况下，刚取得或冻融的TESE标本中难以找到足够多的活动精
子。因此，我们研究通过培养睾丸活检组织来获得活动精子的可靠方法。为了从新鲜或冻
融的睾丸活检组织中得到更多的活动精子，我们采用2种培养基mHTF和HTF进行了对照实验
（图1）。 
我们的结果表明，在37℃条件下培养，无论是新鲜还是冻融的睾丸活检组织，在HTF培
养基（在含5%CO2环境下）中的结果略好于mHTF，但差异没有统计学意义（表1）。我们进一
步的实验表明，经过体外培养24小时后，活动精子数量明显增加，最高的精子活动率在培
养48～72小时时出现（图2），直到培养120小时时仍然可以观察到活动精子（Wu et al., 
2005）。基于我们的研究和临床实践，对于ICSI而言，如果使用睾丸中的精子，其最佳时间
是培养24～48小时后。因此，睾丸活检的操作可在取卵前一天或两天进行。 
图1.睾丸活检组织在2种培养基（mHTF和 HTF）中的流程 
 
[切碎的睾丸活检组织分成2部分，分别在mHTF（不存在CO2）和HTF（存在CO2）培养基中孵育。第1～5 
天，比较活动精子数] 
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表1.睾丸组织在2种培养基中进行体外培养对精子活力的影响 
培养时间 0 小时 24 小时 48 小时 72 小时 96 小时 120 小时 
HTF 培养基 2.1±2 9.0±7.2 15.0±6.5 35.0±15.3 25.4±11 15.0±9.3 
mHTF 培养基 2.0±2 7.5±6.5 12.0±7.6 31.0±17.2 23.0±12 13.0±9.9 
 
图 2.体外培养TESE组织的时间对精子活动力的影响 
 
 
4.3 睾丸活检组织的冷冻保存 
通过开放手术进行睾丸活检是一种侵入性操作。冷冻保存睾丸活检的标本，可以避免
对无精症患者进行反复的睾丸活检。手术取精后，采用简易方法冻存梗阻性和非梗阻性无
精症患者的睾丸精子，有助于提高总成功率（Friedle et al.,1997）。当解冻的睾丸精子
培养48小时后，精子活力明显提高（图2）。我们的研究表明，在体外培养期间，冻融TESE
标本的活力与新鲜TESE样本相似。培养24小时后，冻融TESE标本显示活动精子的数目增
加。在大多数标本中，我们并没有观察到冷冻对睾丸精子的生存产生不利影响。不过，我
们观察到其他细胞（包括精子细胞和生殖细胞）的冷冻损伤。使用含有甘油的蛋黄缓冲液
（Irvine Scientific，Santa Ana，CA）进行冷冻保存，简便、实用、精子生存可靠性
高。因此，我们建议：在IVF的临床实践中，常规冷冻保存所有的睾丸活检标本。 
总之，对梗阻性和非梗阻性无精子症患者的睾丸活检标本，进行冻存和体外培养促其
成熟是有益的处理方法。这些技术为使用一个睾丸活检标本进行IVF/ICSI提供了可能性。
在ICSI取卵前1～3天，对新鲜和冷冻的标本进行体外培养可能会增加精子运动能力。睾丸
活检标本的冻存和随后进行的体外培养是代替取卵前睾丸活检手术的可靠方法，允许根据
患者的具体情况予以调整。 
5．圆头精子症的治疗 
圆头精子症可在不到0.1%的男性不育患者中发现，其会造成精子失去激活卵母细胞的
能力。圆头精子症是罕见的畸形精子症，其特征是精子头圆形、无顶体囊泡，伴有杂乱的
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中段和尾部（Holstein et al.,1973）。Sigh（1992）等描述了不同类型的圆头精子症，全
部精子或仅部分精子缺乏精子顶体和球形核或保留顶体囊泡脱离原子核的遗迹。电镜下观
察这些精子表现为典型的圆头，细胞核内有大空泡区，无顶体，中段和尾部异常（Stone 
et al.,2000，Dam et al.,2007）。因染色质包装异常（Larson et al.,2001）和线粒体异
常（Battaglia et al.,1997）造成的细胞核损害，亦有描述。人类精子形态的缺陷增加了
精子细胞内有更多异常的可能性，对临床实践可能有意义。最近，Dam等（2007）回顾和总
结了圆头精子症的临床特点、出现这种情况的可能原因以及对临床实践的影响，把其做为
遗传分析的一个先决条件。圆头精子在缺乏顶体结构的情况下，无法结合透明带。因此，
ICSI是这些患者唯一的治疗方法，但是自1995年诞生第1例圆头精子症患者的后代
（Trokoudes et al.,1995）以来，该病的低受精率和只有少数婴儿能够出生一直困扰着研究
者。这大概可以解释为卵母细胞激活出现异常（Battaglia et al.,1997；Nardo et 
al.,2002）。行ICSI后的低受精率表明，这些精子没有激活卵母细胞的能力。因此，研究者
采用各种激活卵母细胞的方法，包括常规ICSI吸吮卵浆、应用钙离子载体，并有怀孕和活
产婴儿的报道（Rybouchkin et al.,1996；Eldar-Geva et al.,2003）。不过，也有只进行
胞浆内单圆头精子注射而未采取辅助激活卵母细胞措施的一些正常活产儿的报道（Stone 
et al.,2000；Banker et al., 2009）。一般来说，采用ICSI技术联合卵母细胞激活措施，
可能实现圆头精子症患者拥有自己孩子的梦想，但较低的受精率和妊娠率严重影响整体成
功率。使用这些精子并未出现增加堕胎、流产或非整倍体/出生缺陷后代的风险（Dam et 
al.,2007）。目前，在临床IVF实践中，治疗这些患者的唯一选择是行ICSI，尽管可以反复
进入治疗周期，但并没有一个指标能够明确的预测结局是否成功。 
6．精子细胞的选择 
在某些无精子症患者，即使采用外科手术技术（如MESA、FNA、TESE、TESA）也仍然无
法找到精子。为此，研究者尝试针对未成熟的雄性生殖细胞采用多种新技术来进行辅助生
殖。有研究表明，与成熟的精子相比，精子细胞具有高受精能力，可以有效地代替配子
（Al-Hasani et al.,1999，Mansour et al., 2003），这对于无精子症的治疗是一种技术上的突
破。与精子相比，精子细胞是未成熟的单倍体生殖细胞，尚未发生生化和形态的变化。从
形态上看，哺乳动物精子的形成涉及到伸长、精子细胞核压缩、顶体的发育和微管套短暂
出现，因此精子细胞可能会显示圆形或长形（Kierszenbaum et al.,2007）。与圆形精子细
胞相比，伸长形精子细胞似乎处于更高阶段。在湿片中这些细胞很容易与其他细胞区分
（图3）。非梗阻性无精子症的男性可以采用卵母细胞内圆形精子细胞注射（ROSI）或伸长
形精子细胞注射（ELSI）。曾有人建议，注射的精子细胞应完好无损，并且伸长形精子细胞
优于圆形精子细胞（Fishel，1995）。精子细胞可从精液或睾丸活检组织中获得（图3）。精
子细胞核包含半量染色体，因此可直接注射入卵母细胞。虽然精液中的圆形和伸长形精子
的受精率分别为33%和18%，睾丸内的分别为22%和38%，但两者之间的受精率相似（Fishel 
et al.,1997）。不过另有多个研究表明，精子和伸长形精子细胞比圆形精子细胞有更高的
植入成功率和出生率，而精子和伸长形精子细胞之间没有差别（Ogonuki et al.,2010）。
自1995年通过注射精子细胞获得第一例试管婴儿以来（Tesarik et al.,1995），又有许多
健康婴儿通过该技术手段陆续出生。在过去的几年中，我们的试管婴儿中心进行了5例圆形
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精子细胞注射，于2007年有一位健康的男孩出生。这位典型的病例是从一位23岁的女性体
内取得6个卵母细胞，于2006年4月将来自于其丈夫的新鲜睾丸活检组织中的圆形精子细胞
注入4个成熟的卵母细胞中。结果，一个卵子显示正常的两个原核，另一个卵子显示异常的
三核，其他两个则是未受精的卵母细胞。第3天，只将处于正常的6细胞阶段受精胚胎植
入，最终于2007年2月诞生一名男孩。我们的临床实践表明，在睾丸活检标本中当正常的精
子或长形精子细胞无法找到时，圆形精子细胞可用于生产健康后代。但是，圆形精子细胞
注射的受精率较低，只有年轻夫妇才能成功怀孕。 
虽然精子细胞可以作为治疗无精症患者的一种选择方式，但因其低受精率和妊娠率
严重影响了其成功率（Sousa et al.,1998；Akhondi et al., 2003）。应用精子细胞时会
面临一个主要问题，那就是可能伴有核蛋白的不完全成熟。因此，许多研究者热衷于研究
精子细胞的体外培养过程，试图寻找到合适的介质使成熟圆形精子细胞以合理的速度进入
到长形阶段甚至成为成熟精子（Cremades，1999）。此外，研究者还关注精子细胞体外成熟
的最适温度、体外精子生成过程加速的原因、是否可以用生精细胞群来代替单细胞方面
（Tesarik et al.,2000；Amarin et al., 2002）。在我们进行的TESE培养实验中显示，经
24～48小时培养后，少数圆形精子细胞的形状会略有变化，但因为我们没有跟踪单个精子
细胞的成长，所以我们不能确定这种培养基是否可以促进圆形精子细胞成为长形精子细
胞。虽然有一些报告表明，圆形精子细胞在特殊的体外培养基中可以长出鞭毛和成为长形
精子细胞（Aslam & Fishel，1999），但我们认为选择将光镜下没有细胞膜损伤的精子细胞
注入卵母细胞中，似乎才是影响受精成功率的重要因素。尽管体外培养圆形精子细胞是一
种很有前途的方法，但我们建议这些经体外培养成熟的精子细胞在临床试验前，应该首先
进行检查，以验证其是否有活力（台盼蓝染色），是否包含正常染色体（荧光原位杂交，
FISH），是否能够使卵母细胞受精（经实验性注射确定正常受精率、卵裂率），产生的胚胎
基因是否正常（FISH）。将一个活的精子细胞注射入卵母细胞会增加受精机会，但活精子细
胞很难识别。因此，选择最佳形状细胞可能会有助于在睾丸活检标本中区分出活精子细
胞，这可以简单通过观测细胞大小和存在其周围被一圈细胞质包绕的圆型细胞核来证实
（图3，Silber et al.,2000）。 
如上所述，精子细胞的核蛋白不成熟，但将其注入到卵母细胞质后，激活的卵母细胞
质可以诱发核蛋白成熟。因此，对于精子细胞注射而言，卵母细胞的活化是非常重要的。
卵母细胞可以通过多种人工措施在注射之前或期间被激活，以便于摧毁促成熟因子
（ MPF）。这些举措包括，注射过程中强力抽吸卵细胞质、电脉冲、注射摆蛋白
（oscillin）、钙离子载体或乙醇刺激。事实上，精子细胞注入经钙离子载体 A 23187处理
过的卵母细胞可增加受精率，并应用ROSI技术诞生了一个健康婴儿（Ahmady&Michael，
2007）。基于我们的临床实践，我们建议当精子细胞被注入卵母细胞的细胞质中而没有其他
卵母细胞激活时，其细胞膜应该用注射针打破。圆形精子细胞直径7～8 μm，并有光滑的圆
形轮廓。当这些精子细胞注入到卵母细胞时，可以使用相同尺寸（7～8 μm）内径的注射
针。精子细胞被吸入到注射针后，再被挤出时细胞膜就被打破了。这种简单技术可以大大
提高使用精子细胞的受精率。 
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图3.睾丸活检组织中的精子细胞和球形精子 
 
[图A和B示未染色的睾丸活检组织，红色和黄色箭头分别示长形和圆形精子细胞。白色箭头示精子。
圆形细胞是血细胞。图C和D是用Testsimplet染色的结果。球形精子没有尾部（C），D中可见精子细胞和精
子] 
 
7．应用次级精母细胞 
在IVF中，注射圆形或伸长形精子细胞会诞生正常后代，但有时在Hoffman光镜下难以
区分这些细胞到底是单倍体圆形精子细胞、二倍体精母细胞、精原细胞，还是体细胞（比
如像睾丸支持细胞或睾丸间质细胞）？那么我们可以考虑使用不成熟的生殖细胞来受精
吗？根据我们对卵母细胞成熟机制的认识，卵母细胞在减数分裂Ⅱ阶段成熟，这是因为哺
乳动物的卵母细胞在此阶段具有两个关键因子：中期促进因子（MPF）和抑制细胞生长因子
（CSF），他们是C-MOS原癌基因产物的主要组成部分之一（Wu et al.,1997 a，b）。这两个
关键因子在卵母细胞的细胞质中被激活，并在第二次减数分裂中期维持成熟卵母细胞染色
体的稳定。当采用上述方法激活卵母细胞时，C-MOS原癌蛋白降解引起CSF和MPF在细胞质内
失活，被注入的精子细胞或精子的染色体和卵母细胞染色体开始融合形成合子。但是，将
未成熟的二倍体精母细胞注入卵母细胞，卵母细胞不会被激活。此时，被注入的细胞核暴
露于MPF和CSF的环境中，而两者可能诱导其进入中期阶段，卵母细胞的细胞核也同样如此
（Tesarik，1996）。如果卵母细胞被激活，MPF和CSF的失活将导致注入的细胞核浓缩并完
成减数分裂形成单倍体染色体组。因此，在卵母细胞未被激活的情况下，注射成熟前期细
胞的染色体产生浓缩，这是使次级精卵母细胞实现受精的必要条件（ Kimura & 
Yanagimachi，1995）。 
8．诱导成年体细胞 
因为未成熟的卵母细胞中的某些重要成分对细胞核重塑是必不可少的（Gao，
2002），因此采用相同的理论和技术，体细胞也可被不成熟或成熟的卵母细胞诱导出单倍体
染色体的细胞（Tesarik 2002；Keefer 2007；Neri et al.,2009）。在我们的初步动物实
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验中，从牛卵巢卵泡液中获得的卵丘细胞被注入去核未成熟的卵母细胞内，体外培养24小
时后，注射的细胞核被Hoechst 33258染色，用荧光显微镜可观察到两套分离的染色体（图
4A）。将2套染色体取出后，计数染色体数目。成年牛有60条二倍体染色体，诱导后每套包
含30条染色体（图4B和图4C）。因此，未成熟的卵母细胞可成功诱导体细胞获得单倍体。当
单倍体细胞核从诱导成熟的卵母细胞移出后，转移到一个正常的卵母细胞中，采用电-融合
方法使卵母细胞核和注射的雄性核融合形成受精卵类似物，后者发育成用于移植的胚胎
（图5）。 
图4.应用卵母细胞诱导体细胞基因组成为单倍体基因组的预实验 
 
[单个牛卵丘细胞被注入到去核未成熟卵母细胞内。经24小时体外培养后，注射的细胞核被Hoechst 33258
染色，用荧光显微镜观察2套染色体组（蓝色，A）。经处理后得到分离的染色体，每套有30条染色体（绿
色，B和C）] 
 
图5.应用未成熟卵母细胞诱导雄性体细胞进行完全性减数分裂 
 
(去除未成熟卵母细胞核，将雄性二倍体体细胞注入其中。进行完全性减数分裂后，诱导的单倍体细胞核
转移入正常成熟卵母细胞内，形成的双亲胚胎进行转移。) 
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9．精子的细胞克隆 
在一些少精子症和无精子症患者中，偶尔在他们的精液和/或睾丸活检组织中会发现
单个有活力的精子。这个精子对于希望怀孕的夫妇是非常珍贵的，那么单个精子如何被用
来帮助患者实现自己有孩子的梦想呢？如果只发现了一个精子，我们不得不用于受精。如
上所述，由于卵母细胞的细胞质可诱导异源细胞的细胞核融合，我们曾尝试将精子注入到
去核的卵母细胞中，观察精子细胞核动力学（Jones et al.,2010；Ogonuki et al., 
2010）。最近的研究显示了人工复制单个精子基因的可能性，这或许有助于极低精子计数的
男性成为父亲，这被称为“精子细胞或男性基因组克隆”（图6）。利用这种技术有可能产生
足够多的精子细胞核，以确保产生和植入的胚胎是健康的。精子细胞克隆已用于小鼠身
上，他们将小鼠精子注入去核的小鼠卵母细胞（Hopkin，2007）。在被卵激活的去核卵母细
胞中，精子可形成单雄原核，然后电-融合。该单倍体合子能发育成早期胚胎。当产生的胚
胎发育为4～8个细胞时，每个卵裂球可被专门的方法所分离（图6）。该方案在几乎所有的
病例中获得成功，在超过80%的克隆分析中发现从源精子产生的卵裂球染色体与起源者相
同。然后，将得到的细胞与已被化学激活的正常卵子融合。采用这种技术，Palermo博士的
研究小组获得了64-细胞囊胚，将胚胎植入到6个同源母鼠体内，有4只发育成正常小鼠
（Takeuchi，2008）。由此生育的异常后代发生率与克隆动物一致。这种技术为无精症男性
提供了一种新的思路，但用于人类自身还有很长的路要走（Takeuchi，2008）。要想弄明白
为什么胚胎会发育受损和出现异常，并采取预防措施，还有很多工作需要去做（Neri et 
al.,2009）。 
图6.精子基因组克隆示意图 
 
（将单个精子注入去核卵母细胞，然后通过孤雌生殖过程形成4～8个细胞单倍体胚胎。将1个卵裂球转移
至正常成熟卵母细胞形成合子。发育后的胚胎转移至宿主体内产生后代。） 
 
10．制造人工精子 
胚胎干细胞技术的发展使制造人工精子取得突破（Ogawa，2008）。在过去的10年间，
许多研究小组已经试图在实验室里重现精子生成的过程，他们以干细胞为原料，小鼠为动
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物模型。2003年，美国科学家巧妙地将小鼠胚胎干细胞变成原始精子，后者注入卵母细胞
后形成正常胚胎。这种能够受精的“人工精子”已经在实验室中首次产生，可能终结男性不
育。2005年，英国科学家进一步显示人类的精子和卵子都可以从干细胞产生，并于2009年 
在英国大学创造出世界上第一个产自于干细胞的人类精子（Alleyne，2009）。然而，实验
引起了对于胚胎研究的激烈争论。近期，日本研究人员将小鼠胚胎干细胞转变成早期精子
细胞，这种细胞被称为原始生殖细胞（PGCs），并成功将这种早期精子细胞植入到不育老鼠
中，经此处理能够产生健康的后代（Hayashi et al.,2011）。 
其他类型胚胎细胞可以重复人工精子的制造过程，这些细胞被处理成干细胞状态。这
些干细胞被称为诱导式多能性干细胞（iPS细胞），可来源于多种起始细胞，包括皮肤细
胞。选择带有绿蛋白标记的提取自小鼠胚胎的雄性胚胎干细胞，这些干细胞能够分化成组
成机体的任何特有细胞类型。在特定条件下，胚胎干细胞被诱导发育成特定类型的细胞，
被称为“原始生殖细胞样细胞或原始生殖细胞”。原始生殖细胞再形成生殖细胞，然后产生
精子。原始生殖细胞样细胞被移植到无生殖细胞的小鼠睾丸中。当这些细胞发育成精子
后，被从睾丸中提取出来，并注射到正常小鼠卵母细胞内。产生的胚胎被转移到雌性小鼠
体内，诞生出了健康后代。这项研究对进一步了解精子如何生成有巨大的影响，可能有一
天我们将其应用于临床，为不育男子制造精子。在未来的十年，我们相信这项技术可使没
有精子和精子细胞的不育夫妇拥有自己的遗传学孩子。其甚至可以从女性干细胞产生精
子，这将最终意味着一个女人可以不需要男人就有自己的孩子。 
11．结论 
对男性不育的认识取得了激动人心地进展，产生出创新的治疗方案。这主要归因于
ICSI技术在不孕夫妇中的迅速普及和对无精子症男子实施先进的睾丸取精手术，这大大提
高了不育夫妇拥有自己生物学后代的机会。目前，即使是病情严重的男性不育者，其配偶
也可因先进的技术得以怀孕。随着ICSI技术的进一步发展，可以通过IMSI或PICSI方法选择
单个形态和功能良好的精子，提高胚胎着床率和妊娠率。睾丸活检似乎是获得无精症男性
精子最可行的技术，因为单次睾丸活检可提供的精子（如果标本含有精子）或精子细胞
（如果活检组织中不包含任何精子）数就足够用于ICSI。与正常射出的精子相比，应用无
精子症患者的睾丸活检精子可能会获得同样高的怀孕率，但由于低受精率和妊娠率，应用
精子细胞的效果则存在疑问。由于细胞克隆技术的发展，治疗无精子症的其他选择包括应
用次级精母细胞、克隆精子细胞、通过诱导干细胞制造人工精子和诱导成人体细胞生成精
子细胞等。虽然这些技术仍停留在动物实验阶段且效率低下，但我们相信，在未来十年这
些新型技术的应用将大大提高不育夫妇（特别是无精症男性）拥有自己生物学后代的机
会。 
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第四部分 胚胎移植术 
第九章 改善胚胎移植技术提高妊娠率 
Alan M. Martinez and Steven R. Lindheim University of Cincinnati College of Medicine， 
Cincinnati， OH USA 
1．引言 
     胚胎移植技术被认为是在IVF过程中最后的关键阶段(Neithardt et al., 2005；Ghazzawi 
et al., 1999)。大多数（大约80%）IVF患者能够达到胚胎移植阶段，但只有少数人妊娠
(Mansour & Aboulghar, 2002；Adamson et al., 2006)。尽管胚胎基因异常（(Munne et 
al.,1995）和子宫内膜容受性差是影响着床的重要因素，但胚胎移植技术可能是大部分胚
胎着床失败的直接因素。胚胎移植需要生殖生物学家和临床医生共同努力。如果没有质量
好的胚胎，胚胎移植不会成功；另外，胚胎移植技术差同样会导致胚胎着床失败
(Schoolcraft et al.,2001)。但是在临床IVF中，对胚胎移植技术的关注却很少 (Mansour & 
Aboulghar, 2002；Schoolcraft et al., 2001)。这可能由于一些临床医生的误解，他们认为移植
方法不影响妊娠结局(Schoolcraft et al., 2001)。早期的研究者认为，非常小心进行胚胎移植
对于IVF的成功妊娠是必要的 (Meldrum et al.,1987)。近来，很多研究者逐渐认识到IVF结局
和不同移植技术之间的关系，研究表明容易操作的移植患者妊娠率为33.3%，不容易操作的
移植患者妊娠率为10.5% (Englert et al.,1986, as cited in Schoolcraft et al., 2001)。在本章节我
们将会回顾性分析能够改善胚胎移植技术的影响因素，将它们分成以下三个阶段：移植
前、移植过程中和移植后。 
2．第一阶段：胚胎移植前的准备 
影响妊娠率的因素包括：宫颈-子宫轴的评估、胚胎移植技术的模拟操作、子宫腔的评
估(Derks et al.,2009）。 
 
2.1 宫颈-子宫轴的评估 
宫颈-子宫轴的评估对于保证胚胎顺利放置是必要的。这种评估包括胚胎移植模拟操作
或超声检查下进行。它们对于评估子宫腔和子宫颈管的位置和长度有重要作用。为了改善
妊娠结局，建议在卵巢刺激周期前或胚胎移植前进行胚胎移植模拟操作(Sharif et al.,1995；
Mansour et al.,1990)。如果这种模拟操作在接近胚胎移植时（如取卵时）进行，由于后期子
宫收缩的影响，妊娠率会显著下降 (Madani et al.,2009a)。因此，我们评估子宫颈和宫腔要
在合适的时候进行。我们的研究包括124例接受IVF患者，把她们平均分为两组。在月经周
期第2、3日或取卵时对宫颈-子宫轴进行评估，并测量子宫腔的深度（宫颈外口到宫底
部）。我们的结果显示两组的临床妊娠率差别有统计学意义（64.2%和35.8%,P＜0.005。因
此，IVF周期中测量时机影响临床妊娠率，子宫测量的最好时机是在月经周期的第2、3日
(Madani et al.,2009)。 
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2.2 胚胎移植技术的模拟操作 
  有很多意想不到的进入宫腔困难的原因，如宫颈息肉或肌瘤、操作者的准确度、先天
异常或手术史导致的宫颈变形，这些都可以通过移植的模拟操作来发现。对于宫颈管狭
窄、宫颈扩张应该在卵巢刺激前进行(Mansour & Aboulghar, 2002)。 
 
2.3 子宫腔的评估 
   在IVF前通过超声技术对子宫腔进行评估，尽早发现子宫内膜息肉、子宫肌瘤和宫颈畸
形 (Mansour & Aboulghar, 2002； Niknejadi et al.,2010)。子宫内膜息肉是最常见的病理学改
变 (Isikoglu et al.,2006)。极富挑战的是在IVF或ICSI的卵巢刺激过程中偶然发现子宫内膜息
肉。 
在辅助生殖技术中，息肉的大小(Lass et al.,1999； Isikoglu et al., 2006)和位置(Yanaihara 
et al.,2008) 可能会影响胚胎着床的成功率。据研究报道，小于1.5 cm的子宫内膜息肉不影
响妊娠结局，反之妊娠丢失增加(Lass et al.,1999；Isikoglu et al.,2006)。通过活检将子宫内
膜破坏或宫腔镜下息肉切除后可以显著提高妊娠率(Varasteh et al.,1999； Spiewankiewicz et 
al.,2003；Stamatellos et al.,2008)。近来，我们报道了子宫内膜息肉小于1.5 cm的9例患者在
宫腔镜下息肉切除术后的妊娠结局。息肉切除是在卵巢刺激过程（8例为标准的长方案周
期）中或激素替代周期（1例为卵子捐赠接受者）进行。子宫内膜息肉切除和胚胎移植时间
间隔为2～16日。在我们的研究中有相对较高的妊娠率。可能的机制是，宫腔镜下子宫内膜
息肉切除术后，由于创伤愈合，可以改善子宫内膜的容受性。在这个过程中，大量不同的
细胞因子和生长因子分泌，这些因子在着床过程中起着重要的作用(Basak et al.,2002)。尽
管以上研究报道了宫腔镜下子宫内膜息肉切除术在IVF卵巢刺激周期进行有好的妊娠结局，
仍然建议子宫腔的评估在卵巢刺激之前进行，以确定子宫内膜病理。 
3．第二阶段：胚胎移植方法 
需要引起重视的还有胚胎移植技术。为了保证成功率，关键是胚胎移植时对内膜的损
伤最小化 (Mansour et al.,1990)。在这个阶段影响妊娠率的因素有 (Derks et al.,2009；
Schoolcraft et al.,2001)：1）宫颈的准备，移除移植管中的黏液和血液；2）矫正子宫-宫颈
轴；3）超声的应用；4）移植管的类型；5）胚胎培养液的选择；6）胚胎加载方法；7）胚
胎移植时机和子宫收缩的问题；8）移植管撤出前注射少量空气(Madani et al.,2010)。 
 
3.1 宫颈的准备，移除移植管中的黏液和血液 
宫颈黏液会干扰移植管中的胚胎进入子宫腔。这种干扰可能由于过量的宫颈黏液覆盖
在移植管上，使胚胎移植不容易操作(Visschers et al.,2007)。移植管上出现血液和宫颈黏液
是组织损伤所致，可能会降低着床率(Schoolcraft et al.,2001)。据报道，当取出移植管后，
宫颈黏液会包绕在胚胎周围并驱赶胚胎离开原来位置(Eskandar et al.,2007)。由于宫颈黏液
对导管尖和子宫腔的污染，这也是低妊娠率的另外一个因素(Eskandar et al.,2007； Derks et 
al.,2009)。同样，子宫内膜也会被宫颈黏液污染。在Egbase 等(1996)的研究中，宫颈黏液
培养的阳性率为70.9%，导管尖培养的阳性率为49.1%。研究者报道了导管尖培养阴性的患
者临床妊娠率(57.1%)要高于导管尖培养阳性的患者(29.6%)。同样，其他的研究者也认
108
[第九章 改善胚胎移植技术提高妊娠率] 
109 
 
为，培养阳性对患者的妊娠结局有显著的不利影响(Fanchin et al.,1998a)。在胚胎移植前，
对宫颈进行反复擦洗来移除宫颈黏液可以改善妊娠结局(McNamee et al.,1998)。如果在胚胎
移植前我们没有认真地去清洁宫颈，可能会因宫颈炎继发严重的盆腔感染（如盆腔脓肿），
已经有相关报道(Sauer & Paulson,1992)。 
 
3.2 矫正子宫-宫颈轴 
移植管进入宫腔是否顺利会受到前倾子宫的影响，前位子宫是大部分患者的子宫位置
（Sundstrom et al., 1984, as cited in Derks et al., 2009）。通过矫正子宫-宫颈角度，可以避免
子宫收缩和移植管的插入损伤，提高胚胎移植的成功率。子宫-宫颈角度的矫正可以通过以
下方法（Derks et al., 2009）：1）充盈膀胱：充盈膀胱是移植过程中非常有用的方法，特别
是在后倾和前屈的子宫（Abou-Setta, 2007；Lewin et al., 1997）；2）宫颈钳牵拉宫颈；3）
金属管芯引导；4)在胚胎移植过程中改变患者位置。 
 
3.3 超声引导的应用 
胚胎通过移植管经宫颈移植到子宫腔内。以前的移植技术是将移植管放置在距子宫底
大约1 cm。这是一个盲操作，依靠临床医生的触觉感觉来判断移植管是否在适当的位置
(Brown et al.,2010)。因此这种方法用来评估移植管的正确位置是不可靠的。Woolcott和
Stanger(1997)用阴道超声对胚胎移植进行监测，以便观察移植管在子宫内膜表面和子宫底
的位置。他们认为只有半数能达到最佳移植状态，因为移植管对子宫内膜有压痕或者直接
插入子宫内膜。超声引导下胚胎移植对于既往移植困难的患者是有帮助的(Kan et 
al.,1999)，其着床率和妊娠率都显著提高(Coroleu et al.,2000)。另外，超声引导下胚
胎移植还有其他的优点：如可以观察移植管、气泡、子宫内膜腔和内膜形态(Strickler et 
al.,1985)。气泡的转移认为是胚胎在子宫位置的标记。在超声引导下进行移植，我们可以
精确地定位移植管和气泡的位置(Lambers etal.,2007)。大量研究证实，移植管在距宫底
1.5cm 或 2cm要优于距宫底1cm (Coroleu et al.,2002)，气泡在胚胎植入时的位置和妊娠
率密切相关(Lambers et al.,2007)。 
 
3.4 移植管的类型 
柔软的、易弯曲的胚胎移植管可以减少子宫颈内膜和子宫内膜的损伤，这种移植管更
容易插入，是最好的选择。早期的研究已经报道过使用柔软的胚胎移植管的优势。对比各
种胚胎移植管，很多研究证实患者使用柔软胚胎移植管患者的妊娠率显著提高(Wood et al., 
2000；  Wisanto et al., 1989；Mansour et al., 1994；Ghazzawi et al., 1999b；Mansour & 
Aboulghar, 2002)。关于柔软的胚胎移植管需要重点指出的是，移植管外部的硬壳应该在子
宫颈外口，而不能被推到宫颈管内。由于胚胎移植管通过子宫颈内口时对子宫颈管的刺激
引起前列腺素的释放，引起子宫收缩(Fraser,1992)。 因此，在胚胎移植过程中，最好对
子宫颈没有刺激 (Dorn et al., 1999；Lesny et al., 1999；Mansour & Aboulghar, 2002)。总
之，强烈推荐选择能够使胚胎顺利植入、对子宫基底部刺激少的移植管，例如，使用软头
的移植管可以提高妊娠率(Neithardt et al.,2005)。  
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3.5 胚胎培养基的选择 
在胚胎转运过程中，胚胎周围培养基的组成是重要的。我们通过增加胚胎黏附在子宫
内膜的机会来增加妊娠率，而这种黏附作用通过增加胚胎培养基来实现。透明质酸是一种
天然的、有黏附作用的大分子，是首先推荐的增强黏附作用的分子 (Bontekoe et 
al.,2010)。尽管缺乏足够的证据，透明质酸明确的作用是促进胚胎着床，增加细胞与细胞
之间的黏附、细胞与基质之间的黏附(Turley & Moore, 1984 as cited in Bontekoe et 
al.,2010)。透明质酸会产生一种黏性溶液，这种黏性溶液可能会促进胚胎着床，防止胚胎
溢出(Simon et al.,2003)。 
白蛋白曾被认为是大部分培养基主要的大分子物质。血清白蛋白来源于血液，其纯度
不高，容易受病毒污染并有传播病毒的风险。研究表明，透明质酸对于提高妊娠率有积极
的作用，可以用来代替白蛋白做为转运胚胎的培养基(Simon et al.,2003；Mahani & 
Davar,2007)。对小鼠的研究表明，含有透明质酸的培养基的胚胎着床、发育显著高于没有
加入透明质酸的培养基(Gardner,1999)。胚胎黏胶（EmbryoGlue®）是一种含有高浓度透
明质酸的胚胎转运培养基，其能够提高不育症患者的临床着床率和妊娠率。我们在815个
IVF/ICSI周期中评估了胚胎黏胶做为一种人类胚胎转运培养基的有效性。研究对象被随机
分为研究组（n=417）和对照组（n=398）。在两组中，胚胎培养基为G-1TMver 3添加10%的
重组人白蛋白。在胚胎移植日（第三日），选择质量好的胚胎分别放置在胚胎黏胶（研究
组）和新鲜的培养基中（对照组）进行移植，结果显示，与使用G-1TMver 3在输卵管性不
育患者相比，使用EmbryoGlue®的患者有较高的着床率和妊娠率；在反复种植失败的患者
中，有较高的着床率(Valojerdi et al.,2006)。 
 
3.6 移植胚胎的加载方法 
     胚胎移植的目的是指把胚胎运送到近宫底处适合胚胎着床的子宫内膜上。在IVF中
心，尽管用不同的方法把胚胎加载到移植管中，结果都能够观察到移植管中均会有一些气
体和液体的混合物。如果加载管中只含有液体，胚胎就会有一个更大的分布空间。另外，
尽管子宫组织吸收气体比液体快，但是气体在液体的转载过程中是有益的(Eytan et 
al.,2004)。在大部分生殖中心，当然也包括我们生殖中心，胚胎移植方法大多数是三滴过
程(Friedman et al.,2011)，气泡分离了一滴包含胚胎的培养基和两滴胚胎黏胶，两滴胚
胎黏胶分别位于胚胎滴前和胚胎滴后(Figure 1)。 
胚胎在移植管转运的过程中，加入气体和液体的混合物可以防止胚胎在注射的过程
中黏附在管壁(Eytan et al.,2004)，在胚胎培养基前后的两滴气泡阻止了胚胎在移植管移
动，另外，在超声引导下，气泡是胚胎移植过程中胚胎在子宫位置的标志(Lambers et 
al.,2007)。最后，在移植管尖端加载1µl的培养基，就不阻止胚胎的溢出。据报道，胚胎
移植管中大量的液体(60µl)与胚胎滞留在移植管内有关(Hearns-Stokes et al., 2000)。另一方
面，移植气体的体积应该足够小才能够阻止胚胎在移植过程中进入宫颈 (Eytan et al., 
2004)，我们把移植管中的胚胎缓慢注射到宫腔时会产生气泡，气泡帮助我们运送更多的培
养基到宫底，建议再用缓慢注射速度置入胚胎。但是，具体的注射速度尚没有临床研究证
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实(L. Bungum & M.Bungum, 2009)。为了降低胚胎的风险，移植管要缓慢撤出(Mansour & 
Aboulghar, 2002； Eytan et al.,2007)。 
 
图1.导管中装载不同比例的气体和运输介质 
 
 
3.7 胚胎移植时机和子宫收缩的问题 
动物研究表明，子宫收缩会影响到胚胎着床(Adams, 1980；choolcraft et al., 2001)。
Fanchin 等(1998b)研究了 5 分钟内超声波扫描子宫肌层活动的数字化记录，子宫收缩的平
均频率为 4.3 次/分钟。他们还指出，随着子宫收缩频率的增加，着床率和妊娠率也相应
降低。和子宫收缩频率相关的变量有(Schoolcraft et al.,2001)：1）胚胎移植当日的血
清孕酮水平：通过增加孕酮水平，子宫收缩减少；2）胚胎移植的难易程度：子宫收缩频率
和胚胎移植的困难程度相关。一项研究，对 14 例捐卵者，用 30µl 不透明介质模拟容易操
作的胚胎移植，不透明的对照介质在子宫颈上部保留 45 分钟，结果子宫收缩的频率没有改
变。相反，对于操作困难的胚胎移植，则出现有力的、随机的子宫颈深部的子宫收缩
(Lesny et al.,1998)；3）宫颈钳的应用：当应用宫颈钳钳夹宫颈时，子宫收缩增加
(Lesny et al.,1999b)；4）黄体期移植：当患者在黄体期进行移植时，子宫收缩减少。这
是第五天囊胚期胚胎移植成功的一个因素(Lesny et al.,1999a)。 
 
3.8 胚胎移植管撤出时推注少量空气 
胚胎溢出发生在移植时或移植后延迟出现，可能和毛细血管的活动和移植管撤出时的
反作用力有关。一些研究人员表示，15%的胚胎是在移植时溢出，出现在移植管尖、子宫颈
和阴道窥器上(Mansour, 2005；Poindexter et al., 1986)，这可能是 IVF失败的原因(Ghazzawi 
et al., 1999；Ansour et al., 1994)。 
胚胎移植后立即在移植管内推注 0.2 mL 的空气是一件容易操作且低成本的标准胚胎移
植技术(Madani et al.,2010)，这种做法提高了妊娠率。近来，我们对 110 例不育症患者
采用这种胚胎移植技术进行胚胎移植，获得了比对照组高的着床率和临床妊娠率。在这个
研究中，我们的目的是阻止胚胎溢出。通过推注空气将胚胎轻置入子宫腔，由此产生一个
正性的压力阻止胚胎随移植管的拔出或防止胚胎受到子宫收缩力影响，最终减少胚胎溢
出。但是，我们建议进行进一步的临床随机研究来证实更好的妊娠结局，并阐明这个简单
的、修改后的胚胎移植技术的确切机制(Madani et al.,2010)。 
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4．第三阶段：胚胎移植后措施 
近来，建立在循证医学基础上的指南使胚胎移植技术更加优化和规范化。但是，关于
胚胎移植后是否使用相关措施存在争议。有三个主要措施用于胚胎移植后(Abou-Setta et 
al.,2009)：1）防止液体和胚胎从宫颈口溢出；2）纤维蛋白胶的应用(Bar-Hava et 
al.,1999； Feichtinger et al.,1992)；3）胚胎移植后卧床休息(Sharif et 
al.,1998)。 
4.1 预防液体和胚胎从宫颈溢出 
胚胎移植后阻止胚胎溢出的一个方法是关闭子宫颈口。近期前瞻性随机对照研究表
明，在胚胎移植管进入后，通过放松阴道窥器的螺丝，来关闭子宫颈口(Mansour, 2005)。
在这项研究中，宫颈阴道部分由于窥器的撤出而闭合。在轻轻撤出胚胎移植管后，阴道窥
器会继续压迫宫颈5～7分钟。患者耻骨弓的压迫感和轻微的不适感是这篇文献中报道的唯
一并发症。为了做好胚胎移植后的预防措施，精心设计的和有效的随机对照实验是必要的
(Abou-Setta et al.,2009)。 
4.2 纤维蛋白胶 
在Ben-Rafael等(1995)的研究中，两步法(Feichtinger et al.,1992)已被应用于纤维
蛋白胶。在这种方法中，应用多个空气或培养基的间隔使纤维蛋白胶与胚胎部分分隔。首
先，向胚胎移植管中吸入纤维蛋白胶，然后，吸入空气，再细如培养基和胚胎。这种方法
使带有培养基的胚胎运送到移植管中。胚胎和子宫腔之间的隔层（即培养基和纤维蛋白
胶）使胚胎和子宫腔之间紧邻，这是该技术的基础。按照这个理论，胚胎接近子宫内膜，
胚胎和母体组织之间的联系更容易，促进黏附过程，提高妊娠率(Abou-Setta et al., 2009)。
但在临床实践中经常出现胚胎移植后一件非预期的事情是液体从宫腔内溢出(Schulman, 
1986；Ghazzawi et al.,1999； Mansour, 2005)，有时候这些液体中包含移植的胚胎，这
使得胚胎移动到远离其移植的位置(Ghazzawi et al.,1999；Mansour, 2005；Schulman, 
1986)。 
4.3 卧床休息 
一般认为，胚胎运动经常是移植后立即发生。胚胎移植后的成功率和卧床休息的时间
有线性关系。因为移植的胚胎数量有限，而胚胎溢出经常导致移植失败。任何阻止这种非
意愿溢出的干预措施都会增加妊娠率(Abou-Setta et al.,2009)。在过去，为了保证成功
率，胚胎移植后完全卧床休息24小时，使含有胚胎的液体避免由于重力作用溢出。为使这
个过程简单且更利于患者，临床医生建议减少卧床休息时间(Sharif et al.,1998)，近期
的指南推荐卧床休息的时间为15分钟(Abou-Setta et al.,2009)。按照Purcell及其同事
(2007)的研究，卧床休息时间并不影响临床妊娠率。 
5．单胚胎移植 
尽管辅助生殖技术取得了很大进步，活产率仍不尽人意，但是ART的成功率和过去的
10～15年相比显著增加(Gerris, 2009)。按照《辅助生殖技术协会》的报道，在过去6年
里，活产率仅增加了4%（1996年28%到2002年的32%）(Neithardt et al.,2005)。同样需要
引起注意的是随着多胚胎移植，尽管妊娠率增加但活产率并没有随之增加 (Gerris, 
2009)。在过去的十年里，2003年首次研究表明单胚胎移植和双胚胎移植有相似的妊娠率
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(Poikkeus & Tiitinen，2008)。而且，在一些研究的基础上，将单胚胎移植和冷冻胚胎移
植结合起来，其妊娠率和双胚胎移植妊娠率相似(Thurin et al.，2004；illiez & 
Dickens, 2009)，而双胎出生率则从25%降低到1% 。单胚胎移植最大的好处是降低了众所
周知的产科和新生儿的并发症，而双胎发生并发症的风险比单胎高4倍(Davis, 2004；
oikkeus & Tiitinen, 2008；illiez & Dickens, 2009)。一些研究人员建议，在认真的选
择患者的基础上进行优质单胚胎移植，可以减少多胎妊娠的风险并保证一个高的活产率
(Gerris, 2009)。 
还有一些人从经济学的角度来分析单胚胎移植 (Bergh, 2005； iddelers et 
al.,2007)。从社会学的角度来看，研究表明，双胎妊娠节省的相关费用和重复单胚胎移植
的费用相当，两者抱婴率相同。很多情况下，患者的治疗费用是患者自己花费，而多胎妊
娠则需要患者和社会共同承担责任(Roberts et al.,2010)。总之，对于选择辅助生殖技术
的人群来讲，最经济有效安全的方法是进行单胚胎移植。  
6．结论 
无论是移植一个还是两个优质胚胎，仍然存在一个问题：为什么移植结局是低效的？
引起着床现象的机制尚不清楚，对其临床意义仍然是知之甚少。胚胎移植后，我们无法控
制胚胎，不能区分能够到达子宫内膜的胚胎和有着床机会的胚胎。有很多因素影响胚胎着
床和妊娠，而胚胎移植技术是影响胚胎移植成功的关键因素之一。正因如此，胚胎移植必
须是轻柔的、无创伤的操作。要减少移植管尖上的血液（由于宫颈损伤）和宫颈黏液，减
少胚胎溢出的风险和频繁而严重的子宫收缩，在移植前进行胚胎移植模拟操作是非常有意
义的。另外，使用阴道超声和选择软的移植导管可以增加成功妊娠的机会。由于临床实验
证据不足，哪些因素是重要的尚不明确，所有的因素都需要引起重视，以达到最佳胚胎移
植效果。有很多的问题需要在将来的研究中得到解决，以实现更好的胚胎移植结局。例
如，提高关于着床条件的知识，可以指导我们选择更符合正常胚胎发育的培养基。一种改
进的带有微型照相机的导管，可以使胚胎移植对子宫腔的损害最小化，明确子宫收缩的确
切机制（机械、化学或激素），最终减少新材料和新技术应用在胚胎移植过程中的有害影
响。 
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1．引言 
在过去十年，人类辅助生殖技术成功率大大提高，但总的妊娠率和着床率仍然相对较
低。尽管我们改进了卵巢刺激方案和实验室技术，但是两个率却并没有大的提高。有三个
方面需要引起注意：1）最佳宫腔环境的识别；2）延长胚胎培养到囊胚阶段；3）胚胎移植
技术。其中，胚胎移植技术曾经被认为是ART中不重要的因素。 
在IVF失败的周期中，要区分是卵泡因素还是子宫内膜因素的影响是困难的。而且，由
于伦理因素，对胚胎和子宫内膜的同步性和容受性的研究是困难的，因此相关的研究更多
的是提出建议而不是得出结论。相比之下，捐卵在不孕症治疗方面已经成功运用超过25年
（Trounson etal.,1983）。捐卵模型为达到标准化把影响妊娠结局的胚胎质量和子宫内膜
容受性两个参数作为独立因素分开，为达最佳化要求捐卵者提供高质量的卵子且没有发生
卵巢过度刺激 (Acosta, 2000； Garcia, 1984； Oehninger, 2008)。 
本章节中，我们回顾性分析了两个临床变量的影响因素，一个是越来越重要的着床决
定因素，另外一个是影响最佳胚胎移植结局的卵子捐赠因素，在临床研究中努力控制混杂
变量的影响。 
2．在卵母细胞捐赠周期中薄型子宫内膜和妊娠结局 
迄今为止，子宫内膜容受性的研究包括子宫内膜组织学研究，用免疫组化的方法测定
子宫内膜性激素受体，通过电子显微镜扫描评估分子的连接表达，还有近来研究较多的细
胞因子、生长因子及整合蛋白分子等（Castelbaum, 1997； Noci, 1995； Noyes, 1950； 
Paulson, 1997）。尽管这些研究方法使我们对子宫内膜容受性有了进一步的理解，但是在
胚胎移植周期中是不可行的。 
    在超声下测量子宫内膜厚度和形态是容易操作且无创性的，在胚胎移植周期可以用来
评估子宫内膜容受性。普遍认为，在阴道超声下薄型子宫内膜可能和胚胎着床能力降低有
关。（McWilliams,2007； Rashidi, 2005；Schild, 2001；Zang, 2005；Zenke, 2004），
而在其他的研究中报道了子宫内膜厚度不断增加的不利影响（Amir et al.,2007；Kovacs, 
2003；Richter, 2007）。另外超声下子宫内膜回声形态可以用来预测妊娠结局（Noyes, 
2001；Sharara, 1999；Sher,1991）。相反，有的研究者认为，超声波对IVF患者子宫内膜
容受性的评估没有优势(Barufi, 2002；Dietterich, 2002；Garcia-Velasco, 2003；
Sundstrom, 1998；Yuval,1999)。因此，子宫内膜的厚度和形态作为着床的预测因素是不
确定的。 
卵母细胞捐赠周期提供了一个排除混淆因素的模型，使对照组自体IVF周期出现的胚胎
质量问题和由于卵巢过度刺激引起对子宫内膜容受性的不利影响等问题得到了控制。子宫
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内膜的增长和卵巢产生的雌激素密切相关，因此依赖于卵巢功能。由于患者年龄影响卵巢
功能，因此用相同的IVF方法，不同年龄的患者胚胎质量、雌激素水平和子宫内膜厚度不
同，妊娠结局也不同。在自体移植周期，子宫内膜发育差可能是卵巢功能下降的一个标志
（产生雌激素的功能下降），但这并不是低着床率和妊娠率的独立影响因素。在卵母细胞捐
赠模型中，子宫内膜受到外源性的类固醇激素作用，根据子宫内膜的反应（血清雌激素水
平测定或子宫内膜厚度）来调节激素的剂量。因此，子宫内膜增长成为不依赖卵巢功能的
独立影响因素。另外，卵子供体要年轻且卵巢储备功能正常，以获得具有良好着床潜能的
优质胚胎。 
关于受卵者子宫内膜厚度和妊娠结局的研究很少。Noyes等回顾性分析了343个受卵周
期，研究者在周期第12日测量患者子宫内膜的厚度和形态。结果发现当子宫内膜厚度小于8 
mm时，临床妊娠率和活产率显著低于子宫内膜超过9 mm时(Noyes et al.,2001)。Zenke和 
Chetkowski 报道了41例受卵者在IVF失败周期获卵前1周子宫内膜厚度均小于8 mm(Zenke & 
Chetkowski, 2004) 。 
然而，Remlhi等回顾性分析了465例捐卵患者，结果发现胚胎移植前的超声下子宫内膜
和妊娠率没有关系(Remohi et al.,1997)。Garcia-Velasco对365例受卵者进行配对分析研
究，在周期第15或16日测量子宫内膜厚度，结果发现２组下子宫内膜不同妊娠结局也不
同，但差异没有统计学意义（Garcia -Velasco  et al.,2003）。Barker等回顾性分析了
132例IVF受卵患者子宫内膜厚度（晚卵泡期和黄体中期）和妊娠结局的关系，此研究只选
用囊胚移植，以排除其他干扰因素对妊娠结局的影响(Barker et al.,2009)。有的研究用
卵裂期胚胎或卵裂期胚胎与囊胚的混合物进行移植，两者都没有最大限度的排除胚胎因素
的影响（Abdalla, 1994； Check, 1993；Garcia-Velasco, 2003；Noyes, 2001；Remohi, 1997； 
Zenke, 2004）。而这个研究受到回顾性研究的限制，认为在晚卵泡期和黄体中期子宫内膜的
厚度不能预测妊娠结局。而且，薄型子宫内膜、厚型子宫内膜（分别为＜7 mm和＞13 mm）
和子宫内膜的形态不是影响子宫内膜容受性的决定因素。 
总之，研究认为子宫内膜的厚度可能在预测成功率上没有太大帮助。尽管如此，很多
报道（有些是相互矛盾的）认为，子宫内膜厚度和子宫内膜形态是评价子宫内膜容受性和
妊娠结局的重要因素。因此，研究者们有必要做进一步大样本研究来达成一致意见，用更
严格的标准来评估子宫内膜厚度和形态。 
3. 在捐卵周期囊胚移植是首选的改善妊娠结局的方法 
    另一方面，囊胚移植引起了人们的高度关注。胚胎培养已经从卵裂阶段延长到囊胚阶
段，囊胚阶段是胚胎在培养媒介中进行细胞的压缩和基因活动后形成的(Braude, 1988； 
Gardner, 1998）。两大临床随机对照试验研究和近期的Cochrane的Ｍeta分析（Blake, 
2007； Papnikolaou, 2005, 2006）结果显示，囊胚移植患者有较高的妊娠率和活产率，
并且减少了胚胎移植的平均数量。IVF周期中，对于有良好预后的患者（患者年龄＜36岁）
进行单胚胎移植，据报道每个囊胚移植周期的着床率达65%(Papnikolaou et al.,2006)。 
随着我们对发展生物学中胚胎植入前理论的深入了解，发现第3日卵裂期胚胎着床率相
对较低。而Blake的综述中报道，很多IVF失败周期中，把患者看似正常的胚胎延长培养到
囊胚阶段，有证据证实可以增加活产率（Blake et al.,2007）。 
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用两点来说明这种高着床率和妊娠率。第一，很容易理解这是个自然选择的过程，只
有可发育的胚胎才能继续培养成为囊胚，再将这些胚胎进行移植或冷冻保存(Schoolcraft, 
2001； Schillaci, 2002)。研究表明，大部分形态正常的卵裂期胚胎可能发生染色体异
常，不能发育到囊胚阶段(Magli, 1998； Staessen, 2004），尽管有完善的胚胎分类系
统，包括受精卵的细胞数量和形态特征，卵裂期胚胎细胞核的形态、碎片、卵裂球的一致
性，这可以解释为什么卵裂期胚胎移植周期着床失败率高（(De Placido, 2002；Gamiz, 
2003； Gianarolo, 2003；Hnida, 2004；Nagy, 2003；Nikas, 1999；Montag, 2001；
Rienzi,2005；Van Royen, 1999；Ziebe, 1997）。 
第二个因素是和子宫内膜的环境有关系，子宫内膜容受性的窗口期为＜48 ｈ，正好是
黄体酮分泌期(Nikas, 1999； Valbuena, 2001)。但是，活体内的胚胎经过输卵管，且胚
胎发育为桑葚胚之后才到达宫腔（排卵后数日），而体外培养的胚胎在卵裂期移植到子宫
腔，因此胚胎可能受到不同于自然周期的压力。有些人认为，卵裂期胚胎移植周期中，周
围环境和子宫高收缩状态可能会驱逐早期移植的卵裂期胚胎，这可以解释在大部分IVF周期
中如此高的着床率失败现象(Croxatto, 1972； Fanchin, 2001； Valbuena, 2001)。 
显然，子宫环境是胚胎着床的关键因素。囊胚在子宫内膜着床的过程包括定位、黏附
和侵入等很多因素的影响，这就是所谓的窗口期。但是，囊胚-子宫内膜之间的相互作用仍
是需要探索的内容(Garcia et al.，1984)，在着床中的作用还不完全清楚。 
由于伦理原因，胚胎和子宫内膜的同步性和容受性研究实施起来是困难的，因此得出
的更多是建议而不是结论。Shapiro等研究认为在新鲜的自体移植周期，患者移植第5日的
胚胎比移植第6日的胚胎有更高的着床率和妊娠率，然而，移植第6日的冷冻周期胚胎比移
植第6日新鲜自体移植周期的胚胎妊娠率高，第5日和第6日的冷冻胚胎移植周期的妊娠结局
是相同的(Shapiro et al.,2008）。以上研究结果表明，子宫内膜容受性的不同可能和子宫
内膜同步性有关。卵子捐赠模型的研究表明，子宫内膜的容受性有重要的作用。正如之前
的研究，接受自体移植的IVF患者，将她一半的卵子捐赠，受卵组的着床率和妊娠率均高，
这说明子宫内膜容受性和子宫环境的关系密切（Check, 1999)。 
在捐卵周期（n=93），Porat等回顾性分析了在卵裂期（第三日）和囊胚期(D6)胚胎移
植后的妊娠率和着床率；另外，他们还做出以下评估：1）根据卵裂期胚胎细胞和形态学分
级来预测囊胚形成率；2）546个正常授精的胚胎继续在培养液中培养后高质量囊胚的形成
率（囊胚完全孵化形成，有好的内细胞团和滋养外胚层，按照Gardner的分级系统为≥4BB）
（Porat et al.,2010）。尽管囊胚培养明显减少了胚胎的数量，但卵裂期胚胎移植周期的
生化妊娠率、临床妊娠率和着床率显著下降（47%、40%和27%，而囊胚移植周期分别为
82%、73%和64%）。总体来说，高质量的囊胚更多的来自于第三日高质量的胚胎＞6细胞，
【分级1～1.5（均匀一致，体积小且没有碎片）】（59%），而质量好的胚胎占到43%，一般和
质量差的第三日胚胎占55%。在2010年Cochrane的综述中，把卵裂期胚胎移植组和囊胚期移
植组做对比（包括1,144例患者的9个随机对照研究），其中囊胚组活产率显著高，两者比值
比为1.35(Blake et al.,2010）。在这篇综述中，关于两者临床妊娠妊娠率的临床研究包括
17个，共2,557例患者，结果两者的比值比为1.17，支持囊胚培养。 
为了选择高质量的囊胚，双盲回顾性分析6个高质量的第三日胚胎，把它们分成三组
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（分别为1个、2个和3个胚胎），选择这6个胚胎的时机精确度超过95%，每2个胚胎之间的选
择时机精确度接近70%。移植第6日囊胚着床率要比移植第3日卵裂期胚胎高，这个数据提示
我们提高妊娠率和着床率不应仅仅依靠延长胚胎培养时间（选择移植高质量胚胎），而且要
选择合适的胚胎移植时机。合适的时机对最佳妊娠结局起了一个非常重要的作用。 
4．超声监测下胚胎移植 
以前，胚胎移植被认为是在ART治疗周期中不重要的一部分（Stafford-Bell, 1999），
移植技术操作均是盲做的，而没有超声引导。近来的研究认为，移植技术是最佳妊娠结局
的关键因素，包括技术本身、移植管的类型及超声引导的应用（Abou-Setta, 2005, 
2006； Bucket, 2003； Sallam & Sadek, 2003）。关于移植技术(Baba et al.,2000)中超
声引导（二维超声、三维超声或四维超声引导）的应用，已经有超过150篇临床随机试验研
究，包括20篇随机临床试验研究和4篇Meta分析，包括Cochrane（国际循证医学协作组织）
的一篇综述（Abou-Setta, 2007； Brown, 2007； Buckett, 2003； Sallam &Sadek, 
2003）。以上研究认为，超声引导下的移植技术有利于增加临床妊娠率和着床率，是改善妊
娠结局的关键因素。但是，Drakeley等随机对照研究了2,295个胚胎移植周期，结果显示超
声引导下的胚胎移植和非超声引导组没有区别，而这个研究没有被任何Meta分析所收录
(Drakeley et al.,2008)。 
迄今为止，只有两个研究用卵子捐赠模型排除混杂因素影响后来评估超声引导下的胚
胎移植。Lindheim 等回顾性研究了137个周期，评估经阴道或经腹超声在胚胎移植中对妊
娠率、着床率和多胎妊娠率的影响。超声引导显著增加了胚胎移植容易进行患者的着床率
和妊娠率（29% vs.18% 和 63% vs.36% P＜0.05）,没有影响多胎妊娠率。同样，超声引导
也增加了胚胎移植困难患者的妊娠率、着床率和多胎率，但是2组患者差异没有统计学意
义。 
Garcia-Velasco等对接受卵子捐赠患者进行了随机对照试验研究，他们的研究目的是
想确定经腹超声引导胚胎移植技术是否是一个提高妊娠率的有用工具。在这种前瞻性、随
机对照研究中，把374例接受卵子捐赠的患者随机分配到超声引导组和非超声引导组，结果
显示，超声引导组的妊娠机会增加了15%。 
超声引导组及对照组的妊娠率分别为60%和55%，着床率分别为31%和25%，流产率分别
为11%和9%，多胎妊娠率21%和23%。作者得出结论，超声引导下胚胎移植对于提高受卵者的
妊娠率没有太大帮助。 
    虽然这两个研究受实验设计和证据不足的限制，但是数据证实超声引导下的胚胎移植
和盲的临床触诊法相比改善了妊娠结局，是达到IVF最佳妊娠结局的一个关键因素，同时也
颠覆了胚胎移植技术在ART周期中是不重要因素的观点（Brown, Mains & Van Voorhis, 
2010）。而且，超声确定了胚胎移植管尖端和胚胎在子宫腔的位置，使胚胎移植技术容易操
作，避免了子宫内膜压痕。更重要的是，还有观点认为这种标准化的胚胎移植技术缩小了
医生之间的差异。 
众所周知，胚胎移植操作的难易度和妊娠结局紧密联系在一起，对于移植操作困难的
患者，即使用更精确的移植管和辅助仪器时妊娠率也低于移植操作容易的患者。移植管
(TDT, Frydman, Tomcat, Tefcat, Rocket)首选软管(Cook, Wallace)，因为软的移植管在
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通过宫颈的过程中，对宫颈和子宫内膜的创伤小(Mains, 2010； McDonald, 2002； 
Sallam, 2003)，对比使用各种软管的妊娠率没有显著区别(Saldeen et al.,2008)。 
5．结论 
当卵巢刺激方案及实验室技术在ART周期均能够使患者达到最佳妊娠结局，胚胎移植
技术的重要性需要引起重视。胚胎移植技术的延伸领域包括子宫内膜的容受性（子宫内膜
厚度），优质胚胎的选择、替代（囊胚移植）和胚胎移植技术（超声引导下）等在改善妊娠
结局上起着非常重要的作用。卵子捐赠模型提供了一个独一无二的环境，消除了自体移植
周期中混杂变量的影响，为IVF/ET中重要变量的研究提供方法。 
现在的观点认为，子宫内膜厚度＞7 mm可以增加妊娠率，因此，对于接受IVF/ET咨询
和治疗的患者需要考虑到这个因素。关于胚胎移植时机的选择，有明确的证据证实对有良
好预后的患者进行囊胚移植，每个移植周期都会有较高的妊娠率和活产率。另外，这两个
率的提高可以减少胚胎移植的平均数量。将胚胎延长培养到囊胚阶段，尤其是高质量、染
色体正常的卵裂期胚胎，移植第5日或第6日的胚胎有更大的着床优势。因此，选择高质量
的胚胎仍然是最重要的，如果可能的话，移植延长到囊胚期的胚胎可以提高妊娠率和增加
单胚胎移植率。最后，超声引导下移植提供了一种标准化操作方法，缩小了胚胎移植者操
作技术上的差异，可能是胚胎移植过程中的一个有力条件。有充分的数据表明，超声引导
下的胚胎移植技术和非超声引导下相比可以改善妊娠结局，是达到最佳妊娠结局的另外一
个关键因素。 
在本章中提到的，卵子捐赠模型排除了在自体IVF移植中出现的混杂因素影响，提供更
精确的变量控制，在达到最佳妊娠结局起到重要作用。在本章中讨论到的变量如子宫内膜
厚度与形态、囊胚移植和超声引导下胚胎移植等无疑成为IVF妊娠结局的重要决定因素。 
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第十一章 囊胚形态在移植选择中的重要性 
Borut Kovačič and Veljko Vlaisavljević，University Medical Centre Maribor，Slovenia 
1．引言 
自1999年商品化的序贯培养基被发明后，人们也逐渐习惯将体外受精延长培养到囊胚
期。如今，培养体系经多次改进，大多数囊胚培养基可以使逾50％的胚胎发育到囊胚阶段
（Gardneret al.,1998；Kovačič et al.,2004）。囊胚培养的优势在于1)它使挑选基因组
激活的胚胎成为可能（Braude et al.,1988）；2)与早期胚胎相比，囊胚的形态学对于种植
有更高的预测价值（Gardner and Schoolcraft，1999；Kovačič et al.,2004）；3)在不
降低妊娠率的前提下可以减少移植胚胎的数目（Gardner et al.,2000a）。而且，在胚胎种
植时囊胚期是胚胎种植时与子宫内膜容受性同步最佳的时期（Croxatto et al.,1978；
Gardner et al.,2000c）。用囊胚取代胚胎，可以大大缩短他们暴露于高刺激性环境的时间
并且减少频繁的子宫收缩时间，而这些因素对他们来说是致死性的（ Lesny et 
al.,1998）。另外，与早期胚胎相比较，囊胚含有的细胞数目多，这使得囊胚冷冻后的复苏
率较高（Veeck，2003）。 
2．囊胚培养 
50年前人们合成了首例哺乳动物胚胎培养基，这种培养基仅含有9种成分。自此之后，
大量研究致力于合成更适合人类胚胎并且化学成分确定的培养基（Summers and Biggers，
2003）。人们对女性生殖道的不同部分进行了研究，包括子宫、输卵管液的生化和能量底物
代谢的分析（Leese et al.,1993；Conagham et al.,1993；Houghton et al.,2002；
Gardneret al.,2001），这些研究推动了人类胚胎序贯培养基的进一步发展（Gardner and 
Lane，1997）。此后，培养基又被改良了很多次，加入其他大分子物质可以增加胚胎的发育
潜能和种植能力，例如 EDTA（Gardner et al.,2000b）和透明质酸（ Stojković et 
al.,2002）。另外，带入热敏感性谷氨酰胺可以使氨基酸变成更稳定的丙氨酰谷氨酰胺从而
使之降解产生的毒性得到降低（Lane et al.,2001）。IVF中使用商品化的培养基，其囊胚
形成率将会在50％以上。囊胚形成率和囊胚发育的质量可以通过降低培养箱的氧浓度得到
改善（Kovačič and Vlaisavljević，2008； Kovačič et al.,2010）。 
3．囊胚发育过程 
3.1 紧密态 
早期胚胎的分裂不伴随体积的增大，直至第三次有丝分裂后，随着重要蛋白质合成的
恢复，胚胎才开始生长。于是卵裂球的连接点改变直接导致了紧密态的形成。通常情况
下，紧密态应该在胚胎发育的第4日完成，即桑椹胚时期（Abe et al.,1999）。 
这些连接点在有丝分裂过程中是动态变化的。紧密态代表分化的开始，随之会有周边
卵裂球的极化和全能性的丢失。极化是由邻近卵裂球的连接诱导的。由于胚胎的生长，细
胞失去了他们卵圆形的形状，并且彼此间变得更加紧密。所以，紧密态是一种在卵裂球间
形成缝隙连接、粘着连接、紧密连接和桥粒的过程。缝隙连接在转运代谢产物和调节有丝
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分裂的分子方面发挥着非常重要的作用（Ducibella et al.,1975）。在光学显微镜下，很
难观察到细胞之间的膜。异常的紧密连接可以使卵裂球之间互相排斥，从而影响紧密态胚
胎的形成（Watson，1992）。 
3.2 腔形成 
大约在紧密态后24小时，细胞间开始形成充满液体的囊胚腔。在囊胚腔形成过程中，
细胞分化为滋养外胚层（TE）和内细胞团（ICM），其中TE细胞保持细胞的极性。囊胚腔内
水的积聚是由Na+ 转运的。TE细胞基底外侧膜上的Na/K ATP酶可以将TE细胞内的Na+ 泵入到
囊胚腔内（Watson and Kidder，1988）。滋养外胚层细胞之间由细胞表面的紧密连接和桥
粒所介导，这种连接使细胞之间形成了一种密封状态，防止囊胚腔内的液体和钠离子外泄
（Gualtieri et al.,1992； Garrod et al.,1996），同时维持了细胞的极性。离子浓度形
成的渗透梯度可以使水分子被动扩散到囊胚腔内，从而使囊胚腔进一步扩张(Watson，
1992)。 
囊胚腔的扩张在TE和ICM分化过程中起到了非常重要的作用。ICM细胞具有非分化性和
多能性，形成致密的椭圆形结构。ICM外膜与其他细胞之间没有任何连接，直接与囊胚腔液
相通。囊胚腔内的特定生长因子可以调控ICM，使其分化为原始内胚层。另外，囊胚腔液也
很好的充当了ICM的培养基（Dardik et al.,1993）。囊胚腔液的分子组成大部分取决于TE
细胞，TE细胞的功能之一就是降低囊胚腔液的氧浓度，为ICM细胞的基因转录提供一个必需
的低氧环境。 
4．囊胚评价体系 
人们将囊胚培养应用于IVF中，这使减少胚胎移植的数目成为可能。但是移植一个以上
囊胚仍然导致了很高的多胎妊娠率（Vlaisavljević et al.,2008）。因此，单囊胚移植已
成为一种趋势，人们也在不断探索各种方法来挑选最具发育潜能的囊胚。大量研究显示可
以通过评价囊胚的代谢活动对其进行挑选（Hardy et al.,1989；Conagham et al.,1993； 
Gardner et al.,2001；Houghton et al.,2002）。然而，这些生化实验方法不但费时而且
还需要昂贵的实验室设备。除此之外，这些方法在预测种植能力方面的价值也并不比形态
学评估高。因此，囊胚形态学评估仍然是目前最常用的选择最佳囊胚的方法。 
近二十余年来，已经形成了多种囊胚评价体系。Dokras等（1993）首先尝试通过区分
囊胚腔是起源于早期腔形成还是空泡来定义最佳囊胚。在人囊胚培养早期，许多人优先选
择囊胚腔扩张性好的（Shoukir et al.,1998）和孵化中的囊胚（Balaban et al.,2000；
Yoon et al.,2001）进行胚胎移植。1999年Gardner 和 Schoolcraft 提出了新的囊胚三分
法评价体系，此评价体系共包括三种形态参数：囊胚腔的扩张性、内细胞团（ICM）的构成
和滋养外胚层（TE）的紧密性。 
4.1 囊胚的三分法评价体系 
Gardner 和 Schoolcraft（1999年）根据囊胚腔的扩张度和孵化状态将囊胚评为1～6
分。将开始形成囊胚腔的早期囊胚评为1分，将孵化的囊胚评为6分（图11-1）。 
仅评分为3～6分的满囊胚可以进行ICM的评分。将ICM和TE分别分为A、B、C三个等级。
A表示最佳形态，C表示存在一些不规则形态（图11-2）。应用此评价系统进行评分，3AA或
更优的囊胚移植后妊娠率为60％。 
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图11-1.扩张性和孵化状态 
 
 
1.囊胚腔小于胚胎体积的一半；2.囊胚腔大于胚胎体积的一半；3.满囊胚：囊胚腔完全占据整个胚
胎；4.扩张胚：囊胚腔稍大于胚胎，透明带逐渐变薄；5.从透明带逐渐孵出；6.完全从透明带孵出。
(Gardner 和 Schoolcraft，1999). 
 
图11-2.内细胞团（黑色箭头）和滋养外胚层（白色箭头）评分 
 
内细胞团：A 大量细胞，填塞紧密；B 少量细胞，结构松散；C 极少量细胞。 
滋养外胚层：A 许多细胞形成紧密结合的上皮；B 少量细胞形成结构松散的上皮；C 极少量大细胞。
(Gardner 和Schoolcraft， 1999). 
 
Cornell小组对Gardner评分体系进行了修改（Veeck and Zaninović，2009），他们认
为有早期腔形成且囊胚腔小于胚胎体积一半的致密胚胎是空的桑椹胚而并非囊胚。他们所
定义的囊胚是指囊胚腔大于孕体体积的一半并且含有形成ICM的细胞，这就意味着Gardner
评分体系的3分相当于Cornell评分体系中的1分。2分是指由于胚胎生长透明带变得更薄的
囊胚。3分是指具有薄透明带的完全扩张囊胚。4分和5分相当于Gardner评分体系的5分和6
分。6分是指正在孵出或已经孵出的囊胚，此期囊胚的透明带由于卵裂球活检或辅助孵出已
经破裂。除此之外，Cornell评分体系包括对ICM和TE的四等级评分（A～D），其中D级是指
退化的ICM或TE。 
移植一个1BD囊胚，种植率为59％，同样移植一个3AA或3AB或3BA囊胚，种植率为
63％，两者之间无显著性差异。作者推断任何第5日定义的囊胚都将会有一个好的种植和妊
娠结局。只有移植第5日的桑椹胚才将会获得较低的成功率（17％）。 
 
4.2 囊胚等级 
人们很少关注个体等级参数，而在胚胎选择中面对的主要问题是囊胚哪项结构对正常
的妊娠更为重要。因此，三分法评价体系很难用于评价各种形态囊胚的种植潜能。这对移
植囊胚必须在欠佳囊胚中选择的周期是无益的。 
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因此，Kovačič等（2004）提出了简单的囊胚等级体系。他们的等级体系包括四种形态
参数：囊胚腔扩张性、ICM形态、TE紧密性和存在囊胚结构外的受排斥卵裂球或碎片（图
11-3）。此体系没有进行囊胚腔扩张度的区分，其原因为囊胚腔会在非常短的时间内进行扩
张和填充。他们描述了第5日胚胎的八种形态，这些形态是在进行体外延长培养后还具有生
命力的胚胎中是最常见形态。八种形态的囊胚根据其种植力和活产率被分为B1～B8（活产
率分别为：45.2％，32.8％，26.9％，23％，17.7％，16.7％，7.7％，1.2％）。另外，他
们发现ICM是成功种植最重要的影响因素。 
 
图11-3.囊胚等级（Kovacic et al.，2004） 
 
B1 最优囊胚：具有充满囊胚的囊胚腔、卵圆形结构、致密内细胞团（ICM）和多细胞紧密结合的滋养
外胚层（TE）的满囊胚或扩张囊胚。B2 具有正常的ICM，但TE（成碎片或坏死）不是最佳的扩张囊胚。B3 
未扩张囊胚和开始腔形成的致密桑椹胚。B4 具有正常的TE，但ICM(非致密或成碎片)不是最佳的扩张囊
胚。B5 ICM和TE均不是最佳状态的扩张囊胚。B6 具有大于20%的被排斥的卵裂球或碎片的较小囊胚。B7 
没有ICM和囊胚腔，具有大空泡的坏死囊胚。B8 小于80%的胚胎转化成致密桑椹胚或囊胚的小囊胚。 
 
4.3 其他形态特征对植入的影响 
许多学组对个体等级参数进行了更加深入的研究。 
Richter等（2001）用ICM的形态计量法定义的最佳囊胚更加精确。他们对先前的三分
法评价体系持怀疑态度，并认为此评价体系所观察到的差异仅能反映囊胚发育时间上的不
同，而不能反映其实际质量的不同。他们发现成功植入的囊胚ICM要明显大于植入失败的囊
胚ICM，同时揭示ICM大小和种植能力之间呈现线性正相关关系。ICM>4500μm2被定义为最佳
囊胚， ICM<3800μm2被认为是劣质胚胎（种植率分别为45％和32％）。在胚胎的进一步发育
过程中ICM的形状似乎也起着重要的作用，因为有最佳ICM大小和卵圆形形状的囊胚种植率
较高（60％），高于仅有最佳ICM大小（29％）或仅有最佳ICM形态（32％）的囊胚种植率。 
Ebner等（2004）发现在孵化过程中疝出位置不同其囊胚种植率也有明显的不同，疝出
位置在ICM区或TE区的种植率分别为67％和41％。 
在可能影响胚胎进一步发育的各种形态学特征中，连接ICM和TE的细胞质带（Scott，
2000）和ICM区空泡被认为可能降低种植能力。 
在囊胚形成过程中作为卵裂球或碎片被排出细胞质的比例与胚胎发育成形态学最佳囊
胚的能力也有一定的相关性（Ivec et al.,2011）。 
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另外，一些学组还对囊胚形成延迟一日的影响进行了分析。一些胚胎常常仅在第6日形
成囊胚，而此现象产生的原因还不得而知。人们只是猜测卵母细胞胞质不成熟、卵裂球染
色体畸变和培养环境欠佳可能会引起有丝分裂间期延长，从而导致胚胎发育迟缓。我们的
结果（Ivec et al.,2011）显示84.4％的第5日致密桑椹胚可以发育到囊胚阶段，但是其中
仅有23.9％为形态学上的最佳囊胚。 
第5日的囊胚通常比第6日的囊胚有更高的种植率（37.4％ and 20.6％，Shapiro et 
al.,2001）（22.1％ and 3.6%，Barrenetxea et al.,2005）。然而，当第6日的囊胚被冷冻
并于之后的任何一个新鲜周期被移植，其种植率均能得到改善（Shapiro  et al.,2008）。 
5．移植中的囊胚选择 
多胎妊娠是IVF的常见的并发症，它为母婴带来了严重的围生期风险。欧洲和美洲的辅
助生殖技术记录分析显示借助IVF或ICSI出生的儿童一半都是来自于多胎妊娠（de Mouzon 
et al.,2010；Schiev et al.,1999）。 
过去人们已经接受了如此高的IVF多胎妊娠率，因为只有移植三、四个早期卵裂期胚胎
才能达到预期的成功率。通过改进培养条件、研发延长胚胎培养的体外培养基并引进囊胚
培养体系，降低移植胚胎数目也是可行的（Vlaisavljević et al.,2008）。此外，大量研
究已经证明，对受孕几率高的患者组移植一个囊胚与对其移植两个囊胚相比其妊娠率无显
著性差异，但其多胎妊娠率显著性降低（Gerris et al.,2005）。对四项随机研究中的904
个IVF周期和六项队列研究中的7404个IVF周期进行分析，结果显示选择性单胚胎移植
（eSET）的妊娠率为33.9％，双胚胎移植（DET）的妊娠率为35％，DET组的双胎率显著增
高，为32.6％（Gerris et al.,2005）。 
eSET的成功率主要取决于选择最佳胚胎的能力。囊胚的选择相较于早卵裂期胚胎容易
一些。然而，囊胚的形态是千差万别的，在很多情况下，尤其是当可用囊胚的形态都不是
最佳时，选择单囊胚移植还是双囊胚移植是很难抉择的。 
5.1 移植结局与囊胚形态有关 
人们对马里博尔IVF中心2001年到2010年间的2779囊胚移植周期进行了分析，这些女性
患者的年龄均小于36岁，且之前IVF周期≤1。卵巢刺激方案为GnRH激动剂或GnRH拮抗剂联
合重组FSH（果纳芬，国际Serono号，日内瓦，瑞士）或HMG（美诺孕，Ferring制药有限公
司，圣徒学院，瑞士），方案具体内容前面已经介绍，在此不再赘述（Vlaisavljević et 
al.,2008）。受精后第3日再决定是短期培养还是继续培养。如果第3日的胚胎中有两个以上
的胚胎为8细胞，体积等大，碎片小于10％的最佳胚胎的话，可以继续培养至第5日。胚胎
在序贯培养基（胚胎培养体系，Medicult/Origio，丹麦）中培养，并且每日用常规的早期
胚胎评分体系和我们中心的囊胚评分体系（Kovačič et al.,2004）对其进行评价。单囊
胚（SBT）还是双囊胚移植（DBT）由患者自行选择。2008年，斯洛文尼亚健康保险学会试
图降低多胎妊娠周期数。他们通过补偿两个额外的IVF周期来增加患者的权益，并允许总共
6个周期的补偿。但是对于小于36岁的妇女来说，前两个IVF周期只允许移植一枚最佳的胚
胎。基于此项限制，2008年以后选择单囊胚移植的患者是受惠的。 
分析结果显示三组之间的分娩率无差异（P＞0.05），最佳单囊胚移植组为54.7％，最
佳双囊胚组为60.4％，最佳囊胚+非最佳囊胚移植组为53.1％。 
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最佳双囊胚移植组的双胎率为51.9％，仅比最佳囊胚+非最佳囊胚移植组（41.5％）高
10％。 
非最佳单囊胚和非最佳双囊胚移植组的分娩率大致相等（32.6％和34.7％），但他们明
显低于最佳单囊胚移植组的分娩率（54.7％）（P＜0.05）。然而，非最佳双囊胚移植组的双
胎率仍为28％。（表11-1） 
对B5到B8级劣质胚胎的移植进行详细分析，结果显示SBT和DBT的分娩率无差异，为
29.1％和26.9％，DBT组的双胎率为21.7％。 
从上述的研究报告中明显看出≤36岁女性移植两个囊胚将会导致多胎妊娠率显著性增
高（Henman et al.,2005；Lukassen et al.,2005； Vlaisavljević� et al.,2008）。
在一些国家（比如斯洛文尼亚），单胚胎移植的实施不仅仅与患者的年龄有关而且还与胚胎
的质量（比如：选择最高质量的单胚胎移植）有关。目前关于最佳囊胚尚存在争议，一些
人认为每个囊胚都是最高质量的胚胎，另一些人却认为根据囊胚精确分类囊胚形态不是最
佳时应进行双囊胚移植。 
表11-1.单囊胚和双囊胚移植后分娩率（患者年龄＜36岁且以前的IVF周期数≤1） 
 单囊胚移植 双囊胚移植 
囊胚质量 最佳 非最佳 最佳+最佳 最佳+非最佳 非最佳+非最佳 
移植例数 869 362 555 377 616 
临床妊娠 546（62.8） 124（34.3） 373（67.2） 227（60.2） 248（40.3） 
分娩 475（54.7） 118（32.6） 335（60.4） 200（53.1） 214（34.7） 
单胎 469（98.7） 115（97.5） 157（46.9） 115（57.5） 154（72） 
双胎 6（1.3） 3（2.5） 174（51.9） 83（41.5） 60（28） 
三胎 0 0 4（1.2） 2（1） 0 
注：括号内为百分数。 
我们的囊胚等级体系（Kovačič� et al.,2004）包括7种形态上欠佳的囊胚类型，而且
对每一种类型，我们均在小于40岁的患者组计算了其相应的预期活产率。所有分级为B4到
B8的欠佳囊胚活产率均低于30％。根据在预期分娩率大于30％的周期中限制双胚胎移植的
建议，我们推断若囊胚为B3级或更高级别时，可以移植一个以上的囊胚。然而，我们最近
对质量极差囊胚的移植进行了研究，结果再次显示无论是在最佳囊胚周期还是在质量极差
囊胚周期，双囊胚移植对分娩率均无改善（表11-2）。 
过去，对单囊胚移植合理性怀疑的主要原因之一是囊胚冷冻成功率相对较低。欧洲国
家的解冻周期妊娠率为15％左右，仅为新鲜囊胚移植周期的一半（de Mouzon et 
al.,2010）。但是最近几年随着玻璃化冷冻技术的改进，其存活率和活产率得到了明显的改
善（Mukaida et al.,2001； Hiraoka et al.,2004； Kuwayama et al.,2005）。 
 
表11-2.年轻患者组移植1个或2个劣质囊胚后的分娩率和双胎率 
 单囊胚移植 双囊胚移植 
囊胚质量 B5～B8 双B5～B8 
移植例数 172 308 
临床妊娠 57（33.1） 99（32.1） 
分娩 50（29.1） 83（26.9） 
单胎 50（100） 65（78.3） 
双胎 0（0） 18（21.7） 
三胎 0 0 
注：括号内为百分数。 
 
136
[第十章 胚胎移植结局的最佳化：如何决定捐卵] 
137 
 
6．冷冻保存后的囊胚形态 
囊胚不是最佳的冷冻保存阶段。囊胚腔中含有大量的液体，而这些液体必须在胚胎冷
冻前被除去。为了达到此目的，就必须使用高浓度的冷冻保护剂，然而长时间暴露在此环
境会对胚胎产生毒性。玻璃化冷冻是一种两步技术。第一步，将囊胚暴露于平衡液中，可
以使囊胚部分脱水、体积缩小、两分钟后再膨胀。第二步必须在一分钟内完成。将囊胚放
入玻璃化冷冻液后，囊胚腔内的液体快速流失。因此，囊胚是在萎陷阶段进行的玻璃化。
解冻后，胚胎团块仅能填充透明带内体积的一半（图11-4A）。通过逐步降低冷冻保护剂的
浓度，囊胚应该能够恢复其在冷冻保存之前的滋养外胚层细胞的体积。细胞内的细胞器应
该被重新分配形成极性细胞和功能性的Na/K泵，Na/K泵的功能为使囊胚腔内填充液体。解
冻两小时后，囊胚应该部分或完全再扩张（图11-4）到玻璃化冷冻之前的大小。如果囊胚
存活，ICM必须具有与冷冻保存前同等的形状和大小。 
 
图11-4.经玻璃化/去玻璃化后完全存活的囊胚 
 
A 去玻璃化后萎陷阶段的囊胚；B 两小时后再扩张的囊胚 
 
6.1 玻璃化后囊胚扩张性对其存活的影响 
新鲜囊胚在形态上和玻璃化冷冻存活能力上是各不相同的。我们的研究目的是得到玻
璃化冷冻、复苏和胚胎移植（vitrification，warming and embryo replacement，VER）
后各类囊胚类型的种植力，并估算其预期活产率。 
用我们的评价体系（Kovačič et al.,2004）（图11-3）对IVF/ICSI周期中第5日剩余囊
胚或致密桑椹胚进行玻璃化冷冻前评分。利用IrvineScientific公司（美国）的玻璃化冷
冻协议和介质，剩余囊胚被玻璃化冷冻保存在低温生物系统玻璃化冷冻管（法国）中。囊
胚被单独冷冻，这样，将之解冻后便能知道其质量等级。 
在一项回顾性研究中，750例玻璃化冷冻囊胚被解冻，有642例胚胎存活并被移植。我
们分析了430个去玻璃化周期，其中，在327个自然周期或103个雌孕激素支持周期中进行了
解冻囊胚的移植。 
所有解冻的囊胚均在移植前进行形态学评估，解冻开始后立即进行第一次评估，2 h
后进行第二次评估。根据未受损细胞的比例和再扩张的能力，解冻囊胚被分成四组（A～
D）。A 指具有 100％未受损细胞并且在冷冻保存后 2 h 内再扩张的囊胚。B 指具有小于
100％大于 50％未受损细胞且囊胚腔能再扩张的囊胚。C 包括解冻后培养 2 h 仍未扩张的囊
胚。D指变性或未受损的细胞小于 50％的囊胚。 
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表11-3.不同扩张类型囊胚在玻璃化冷冻保存后的存活率和活产率 
玻璃化冷冻前囊胚类型 扩张囊胚 早期囊胚 劣质囊胚 
解冻囊胚数目（n） 552 97 101 
解冻囊胚形态    
A 100%完整，再扩张（n） 224（40.6） 63（64.9） 38（37.6） 
B <100%>50%完整，再扩张（n） 200(36.2) 21（21.6） 32（31.7） 
C <100%>50%完整，未扩张（n） 40（7.2） 7（7.2） 17（16.8） 
D 破损的（n） 88(15.9) 6(6.2) 14(13.9) 
存活率(a+b+c)(%) 84.0 93.8 86.1 
活产数/解冻囊胚数（%） 82/552(14.9) 14/97(14.4) 8/101(7.9) 
活产数/移植囊胚数（%） 82/464(17.7) 14/91(15.4) 8/87（9.2） 
注：括号内为百分数。 
 
我们对解冻移植后结果明确的（98.4％的移植囊胚）三组囊胚进行了存活率（大于
50％的未受损细胞）、最佳存活率（100％未受损细胞且再扩张）、种植率（有胎心搏动的妊
娠囊）和活产率的统计分析。 
最佳存活囊胚包含的全部细胞均未受损，其囊胚腔可以重新填充并在保温培养两小时
后扩张。扩张囊胚（ 40.6％）和非扩张囊胚（ 64.9％）的最佳存活率明显不同
（P<0.0001）。仅有 37.6％的劣质囊胚在玻璃化后完全存活。 
与在形态学上拥有扩张囊胚腔和正常 TE 和 ICM的最佳囊胚相比，没有囊胚腔或腔形成
早期的胚胎在玻璃化后有更好的总存活率（至少 50％的未受损细胞）（P<0.05）。Van 
Landuyt 等也报道了同样的结论（2011），他们的研究显示早期囊胚（86.7％）的存活率要
高于满囊胚（78.7％）或扩张囊胚（72.7％）的存活率。Cho 等（2002）、Vandezwalmen 
等（2002）、 Mukaida 等（2006）和 Ebner 等（2009）也有相似报道。这可能与晚期囊胚
对冷冻保护剂的通透性降低有关（Cho et al.,2002；Vandezwalmen et al.,2002）。 
6.2各种扩张囊胚玻璃化后的活产率 
对程序性冻融和玻璃化冻融的胚胎和囊胚移植结果进行 Meta 分析，结果显示玻璃化组
有更好的临床结局（Loutradi et al.,2008）。由于玻璃化的程序简单，所以它正在变成一
种越来越流行的冷冻保存方法。显然，这种方法提高了存活率和种植率，尤其是在囊胚冷
冻保存过程中。但很多技术细节对囊胚的存活也有很大影响。首先，扩张的囊胚比其他阶
段的胚胎更难在冷冻保护剂中平衡，因此，胚胎在平衡液中的时间需要根据其膨胀率得到
相应的修改。然而，所有的程序都是受时间限制的，因为长时间在冷冻保护剂中培养可能
会对胚胎产生毒性作用。其次，通过将玻璃化冷冻保护剂的体积最小化可以达到更快的冻
融速率。大多数关于囊胚玻璃化的文献均显示其存活率大于 85％（Mukaida and 
Takahashi， 2007）。然而，文献中的种植率和妊娠率仍然存在很大的差异。 
Mukaida 和 Takahashi（2007）对冷冻环冻存的 3500 个囊胚的 1500 个冻融周期进行
分析的结果显示其妊娠率和种植率分别为 48.4％和 38.5％。他们将扩张的囊胚在玻璃化前
进行人工皱缩，从而得到了更好的结果（60％妊娠率和 48％种植率）。 
Goto 等（2011）证明新鲜囊胚评分与玻璃化冻融后囊胚移植的妊娠结局呈显著相关
性。移植完全扩张和孵化中囊胚的年轻患者组分娩率最高（59.9％），而早期囊胚组最低
（4.5％）。他们报道的成功率与移植新鲜最佳囊胚的成功率一致。在此研究中囊胚被以每
分钟-23,000摄氏度的速度玻璃化冻存在开放性冷冻管中。 
根据欧盟有关组织和细胞保存的要求，在我们的研究中，将囊胚以大约每分钟-2,000
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摄氏度的速度玻璃化冻存在封闭性冷冻管中。我们扩张囊胚组的分娩率（17.7％）与 Goto
的结果大相径庭。我们不能将两项研究中成功率的不同归咎于冷冻速度的不同，因为一些
实验已经证明囊胚不论是玻璃化冷冻在封闭系统还是开放系统其成功率都是相同的（Guns 
et al.,2008）。我们的研究结果与 Belgian 小组 (Van Landuyt et al.,2011)的研究结果
是完全相同的，他们的研究显示满囊胚的临床妊娠率大约为 17.5％，早期囊胚的临床妊娠
率为 10.6％。 
在我们和 Belgian 的研究中，玻璃化的囊胚均没有经过严格的挑选。另外，日本学者
研究的不同之处在于他们要等待囊胚腔扩张或者囊胚自然孵化，以及实行玻璃化前的辅助
皱缩。所有这些细节都可能是成功的关键点，但其具体影响有待进一步研究。 
7．结论 
计算特定类型囊胚的种植能力应该可以帮助临床医生决定移植新鲜或冷冻-解冻囊胚的
数目并预测移植后的种植和活产情况。我们的结果显示在年轻患者组单囊胚移植和双囊胚
移植的妊娠率是相似的，但双囊胚移植后，特别是其中至少一个为形态最佳囊胚时，双胎
率仍然高得令人无法接受。因此，双囊胚移植在年轻患者组是不予以考虑的。 
玻璃化冷冻是一种冷冻保存剩余囊胚的方法。由于非扩张囊胚经玻璃化冻融后存活率
更高，故对于扩张囊胚来说，非扩张囊胚似乎是进行玻璃化冷冻的更佳阶段。然而去玻璃
化后的早期囊胚或扩张囊胚的种植能力相当，但与新鲜囊胚相比其种植能力还是显著降低
的。目前尚不清楚不同研究间去玻璃化囊胚移植成功率的差异，是与预选适合玻璃化的囊
胚的标准不同有关还是与对胚胎存活和种植至关重要的玻璃化技术细节有关。我们需要进
一步研究分析开放或封闭性玻璃化系统、不同冷冻保存介质、辅助皱缩和胚胎暴露于玻璃
化冷冻保存液的时间对其产生的影响。 
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1．引言 
目前，冷冻胚胎移植（FET）在世界上先进的辅助生殖技术中心内已经成为体外受精
（IVF）常规中的一部分。虽然冷冻胚胎移植的妊娠率仍低于新鲜胚胎移植，但是冷冻保存
可以使剩余胚胎得到更充分的利用，并且对发生卵巢过度刺激的患者及需要放、化疗的肿
瘤患者提供最佳的保存方式。 
在胚胎冷冻保存过程中，最重要的环节就是使胚胎细胞内脱水。应用渗透性和非渗透
性冷冻保护剂（CPA）可以使胚胎细胞充分脱水。冷冻保护剂可以减少细胞内细胞器的损
害，并且使细胞在冻融过程中不受渗透性损伤的危害。几乎所有的冷冻保护剂都存在一定
程度的毒副作用，这种毒副作用与冷冻保护剂的浓度及卵裂球暴露于其中的时间成正相关
性。随着冷冻保护剂在冷冻保存中的广泛应用，这些毒副作用将会逐渐减少。 
冻融还可能破坏胚胎的形态特征以及卵裂球的存活率，从而导致种植率下降。卵母细
胞及各个阶段的胚胎都可以被冷冻，如卵母细胞（Chen，1986；Borin et al.,2004，
2006），原核细胞（ Barg et al.,1990； Van den Abbeel et al.,1997； Senn et 
al.,2000 & Al-Hasani et al.,2007），第 2 日和第 3 日的胚胎（Li et al.,2007；Mauri 
et al.,2001； Kuwayama et al.,2005； Van der Elst et al.,1997 & Rama Raju et 
al.,2005），桑椹胚（Tao et al.,2001）及囊胚（Menezo2004，Liebermann & Tucker，
2006，Clifford et al.,2007）。卵母细胞及各阶段胚胎的解冻生存率从 40%到 90%，成功
率从 7%到 40%，具有显著性差异。 
2.冷冻保存 
冷冻对细胞质脂滴的危害是不可逆的，对微管的危害是可逆的。而且冷冻还会对细胞
器，细胞骨架及细胞连接产生危害（Vincent & Jhonson，1992；M assip et al.,1995；
Dobrinsky，1996)。同时，冻融过程还可能存在透明带断裂，进而导致冻融胚胎存活率差
异。Guiref和 Abdel Hafez等研究表明，胚胎卵裂期、预冷冻状态、周期中激素的补充、
取卵及新鲜胚胎移植周期前卵巢的过度刺激、冷冻剂的选择、冷冻技术（程序性冷冻或玻
璃化冷冻）及载体类型等都是影响结局的重要因素。 
3．慢速冷冻技术 
慢速冷冻过程：首先，胚胎在1～2 mol/L的渗透性和非渗透性冷冻保护剂中平衡，在
程序冷冻仪中将胚胎从室温降至-7oC，然后从-7 oC以-0.3～-1.0 oC/min的速率将温度降至-
35
 o
C，迅速降温直至温度降到-120 oC以下，将装在麦管中的胚胎储存在液态氮中。慢速冷
冻的优点是，低浓度的冷冻保护剂可以降低由于胚胎细胞内冰晶形成导致的胚胎损伤，有
利于胚胎的存活。慢速冷冻技术的不足之处是费用较昂贵，需要配备程序冷冻仪、液氮罐
等，费时，耗电。尽管如此，在世界各地仍然有很多实验室采用这种冷冻技术。 
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4．玻璃化冷冻 
玻璃化冷冻是通过15,000～30,000 ℃/min的速率快速降温，使冰晶体不能形成从而固
化的一个过程（Rama Raju et al.,2006)。玻璃化冷冻需要快速的冷却速率（Rall，1987)
及高浓度冷冻保护剂以减少冰晶体形成并提高低温黏滞性直到分子固化（Fahy，1986)。为
了达到快速冷却（2500 ℃/min)的目的，胚胎暴露于冷冻保护剂的时间应该尽量短，因为
高浓度的冷冻保护剂具有毒性作用。但是，如果细胞暴露的时间过短，冷冻保护剂的浸入
不充足，即使细胞外无冰细胞内也会有冰晶形成（Otoi et al.,1998）。玻璃化冷冻过程
中，可以通过缩短胚胎暴露于高浓度冷冻保护剂的时间（Vajta et al.,1998）或增加低浓
度冷冻保护剂的平衡时间来解决冷冻保护剂的毒性作用（Papiset al.,2000）。 
随着低温生物学的发展，应用胚胎冻融结合技术可以提高妊娠率。Abdel Hafez等
（2010）通过Meta分析证明玻璃化冷冻技术与慢速冷冻技术相比大大提高了胚胎植入后的
存活率及妊娠率。就冷冻技术而言，玻璃化冷冻技术相对于慢速冷冻技术存在更大的优
势。 
然而，在我们的中心玻璃化冷冻刚刚推出，仍在试验阶段。我们正在努力探索在应用
慢速冷冻技术过程中如何提高妊娠率，目的是使冻融后的胚胎移植与新鲜胚胎移植的结局
差异不大。 
5．材料与方法 
5.1 胚胎冻融 
为了提高妊娠率并选择冻融后胚胎中（培养和未培养）较好的胚胎，印度的Ahmedabad
选取2006～2011年在Pulse女子医院进行人类辅助生殖技术治疗且采用长方案或拮抗剂方案
的患者进行了回顾性的分析。大多数卵泡直径达18～20mm时，在人类促绒毛激素（HCG）的
作用下可以引发排卵。成熟卵母细胞在募集4 h内即可受精。人工授精16～18小时后可以检
测受精情况，48 h后可以移植不超过3个胚胎。剩余的胚胎通过载体（COOK，Medicals 
Austrilia）装载在容量为0.25 ml的微量吸管中，用CL1800程序冷冻仪冻存。先将其置于-
7
 o
C环境中，随后以0.30 oC/min的冷却速率使温度降至-35 oC，直至温度降到-120 oC。最后
将微量吸管存储在液态氮中。胚胎解冻在移植当日或移植前一天进行。胚胎解冻要按照CPA
（COOK，Medicals Austrilia）解冻介质说明书步骤逐步解冻。 
5.2 结果和讨论  
应用卡方检验对 2006-2011 年期间创建的数据进行了统计学分析。在 1,248 个解冻周
期中，有 275个周期妊娠，妊娠率为 22.0%，与 Ying-hui 等 2002 年获得的 28.8%妊娠率结
果相比无显著性差异。比较的参数包括患者的年龄、胚胎移植的数量及胚胎解冻与移植之
间的时间。 
5.3 患者的年龄 
表 1中患者年龄的比较结果显示，30岁以下的患者妊娠率为 25.4%明显高于 30岁以上
的患者妊娠率 18.6%（p＜0.01）。 
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表 1.妊娠率与患者年龄的关系 
年龄 未移植数 妊娠数 妊娠率（%） 
≤30 630 160 25.4 
＞30 618 115 18.6 
 
5.4 胚胎移植数 
表 2 中新鲜胚胎移植周期，移植 3 个胚胎的妊娠率为 27.1%明显高于移植 2 个胚胎的
妊娠率 9.9%（p＜0.00003）。 
表 2.妊娠率与胚胎移植数的关系 
胚胎移植数 移植数 妊娠数 妊娠率（%） 
≤2 365 36 9.9 
3 883 239 27.1 
 
5.5 胚胎解冻与移植之间的时间 
表 3 中将数据进一步分成两组进行比较，组Ⅰ为解冻培养过夜后再移植的胚胎，组Ⅱ
为解冻 2 h后移植的胚胎。 
表 3.妊娠率与胚胎移植时间的关系 
组别 平均年龄 妊娠或移植数 妊娠数 妊娠率（%） 
组Ⅰ 31.1 岁 1074 240 22.3 
组Ⅱ 31.1 岁 174 35 20.1 
解冻培养过夜后再移植的胚胎的妊娠率为 22.3%，解冻 2h 后移植的胚胎妊娠率为
20.1%，两组结果显示无显著性差异。此结果与 1997年 Karlstorm等及 2007年 Singh 等得
到 22%和 16%的妊娠率具有可比性。 
Vander 等（1997 年）， Elst 等（1998年）ZeibeGuiref 等（2002 年）提出对解冻培
养过夜后再移植的胚胎进行卵裂恢复的评估。在此基础上，例如组 I 培养组的胚胎能够进
一步进行卵裂球的分裂。无卵裂移植胚胎的妊娠率为 7.1%，而 1-3 次卵裂移植胚胎的妊娠
率为 31.9%，两组结果显示有显著性差异（p＜0.0001）（表 4）。这与 Ying-hui 等 2002 年
获得的至少 1 次卵裂移植胚胎妊娠率 35.2%及无卵裂移植胚胎妊娠率 10.2%的结果很相似。
而且，2 次卵裂移植胚胎（p=0.0004）及 3 次卵裂移植胚胎（p=0.0005）妊娠率明显高于
仅 1次卵裂的移植胚胎。然而 2次卵裂移植胚胎与 3 次卵裂移植胚胎妊娠率无明显差异。 
2 次卵裂胚胎培养后移植妊娠率为 36.1%，3 次卵裂胚胎培养后移植妊娠率为 43.0%，
这一结果显示，与新鲜移植周期获得的妊娠率水平相一致。然而这一结果显著高于 1997 年
Karlstorm 等的 2 次卵裂移植胚胎妊娠率 23%及 3 次卵裂移植胚胎妊娠率 27%的结果。表 5
显示进一步培养后只卵裂成 8细胞阶段的胚胎移植后的妊娠率显著高于表 4中的结果。 
结果显示，未卵裂的移植胚胎妊娠率与卵裂 1-3 次后培养成 8 细胞的移植胚胎妊娠率
有非常显著的差异（p＜0.0001）。2 次卵裂培养成 8 细胞的移植胚胎妊娠率（p＜0.001）
及 3 次卵裂培养成 8 细胞的移植胚胎妊娠率（p＜0.003）与仅 1 次卵裂培养成 8 细胞的移
植胚胎妊娠率之间也存在显著性差异。然而，2 次卵裂培养成 8 细胞的移植胚胎妊娠率与 3
147
[第十二章 人冻融胚胎培养与未培养移植后其妊娠率的比较] 
148 
 
次卵裂培养成 8细胞的移植胚胎妊娠率无显著性差异。 
 
表 4.不同移植胚胎卵裂次数间妊娠率的比较 
胚胎卵裂数 移植数 妊娠数 妊娠率（%） P值 
0 294 21 7.1
a
  
1 422 83 19.7
b
 ＜0.0001 a，b 
2 258 93 36.1
c
 =0.0004  b，c 
3 100 43 43.0
d
 =0.0005  b，d 
 
表 5.仅移植 8 细胞胚胎妊娠率的比较 
胚胎卵裂数 
（仅 8细胞） 
移植数 妊娠数 妊娠率（%） P值 
0 294 21 7.1
a
  
1 302 67 22.2
b
 ＜0.0001 a，b 
2 208 84 40.4
c
 ＜0.001  b，c 
3 82 38 46.3
d
 ＜0.003  b，d 
6．结论 
根据以上大量研究结果，我们得到以下结论：我们可以通过选择更好的胚胎来提高妊
娠率从而达到与新鲜移植周期妊娠率相一致的水平。 
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1．引言 
     胚胎着床依赖于好的子宫环境。子宫容受性通过卵巢旁分泌的类固醇激素在细胞和分子
水平上调节信号传导，同时细胞和细胞因子对免疫系统也有重要的作用[1-2]。IVF患者中胚胎着
床率和妊娠率低于正常生育人群。在IVF过程中性生活是不允许的，而人工受精是可以的。但
是大量的证据证实，在胚胎移植时女性生殖系统暴露在精液/精浆中[3], 可以达到最大的妊娠
率。本章节的目的是阐述在辅助生殖技术中为什么性生活对妊娠结局是有益的/有害的。 
    在生殖过程中，精浆被认为是性交后精子穿过女性宫颈、子宫的主要传播介质[4-5]。但是
在动物研究中表明，精浆传递给女性大量的信号分子，这些信号分子和女性生殖系统的上皮细
胞相互作用。这种相互作用诱发局部细胞和分子的改变类似炎症反应[6]。在老鼠和猪的实验研
究中，精液激活了数个子宫上皮细胞的促炎细胞因子和趋化因子的表达[7-9]。反过来，以上因
素增强了精液趋化因子的作用，导致血管的改变，巨噬细胞、粒细胞和树突细胞的募集和激
活。这些细胞积聚在子宫内膜组织的上皮细胞表层下，并且在上皮细胞和细胞腔隙间移动[9-
11]。这些浸润的白细胞会清除女性组织和可能授精精子周围的精子碎片[12-13]。白细胞浸润可能
会影响到女性对精子抗原的免疫反应，引起子宫内膜环境的变化，为受孕做准备[3,6]。 
在小鼠和猪，子宫内膜的上皮细胞是和精液相互作用的主要地方，主要的诱导产生GM-
CSF、IL-6、趋化因子KC和MCP-1[7-9]。通过切除雄性小鼠的输精管或精囊腺的实验表明，信号
分子包含在从精囊射出的精浆中 [8]。细胞转化生长因子β(Cytokines of the transforming 
growth factor-β，TGF-β)家族被认为是老鼠精浆中的主要活动因子[14]。精液中的IGF-β是
在精囊腺中合成，性交时在女性生殖道内激活[14]。 
但是，精液如何激活炎症细胞因子，白细胞如何在女性生殖道内浸润尚不清楚。两个体内
研究表明，在性交或者是人工授精后女性宫颈组织出现中性粒细胞胞吐作用，据报道引起白细
胞反应的是精子而不是精浆[15-16]。初步认为，信号活动和游离细胞、精浆成分有关。体外研究
表明，人类女性生殖道细胞对精浆的反应是会增加IL-8和宫颈组织分泌白细胞蛋白质酶抑制剂
（eukocyte protease inhibitor，SLPI）[17]。研究表明，子宫内膜上皮细胞与精液共同培养
后可以增加IL-1β、IL-6和白血病抑制因子（leukaemia inhibitory factor，LIF)[18]。由于
精液可以诱导人类单核细胞U937细胞产生IL-10因子，因此精液可能直接作用于白细胞浸润
[17]。精液在女性生殖道内作用引起子宫内膜分子学和细胞学的改变可以促进胚胎发育和着床。 
2．临床研究 
关于接受辅助生殖技术的患者进行性交优点的相关文献报道并不多。迄今为止，只有两
个研究，研究了在ART周期中胚胎移植前后进行性交的妊娠结局[19－20]。而有一些研究的重点
在于用精液或者是精浆进行人工授精产生的不同结局[21－23]。在一个多中心的随机对照研究
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中，包括400个新鲜胚胎移植周期和200个解冻周期，根据患者意愿决定是否在胚胎移植前后
进行性生活，有性生活组和无性生活组相比患者的妊娠率没有明显差别。但有性生活组移植
胚胎的生存能力在6～8周明显强于无性生活组。作者的研究结果表明，在胚胎移植前后女性
生殖道接触精液可能会增加早期胚胎着床和发育[19]。在另一个研究中，390例接受辅助生殖
技术的患者被随机分成两组，即有性生活组和无性生活组，结果表明性生活没有显著增加
ART周期患者的妊娠率和着床率[20]。两者的临床妊娠率差异没有统计学意义。在一个前瞻性
试验中，Belinge[21]的研究结果表明，在女性生殖道内有配偶精液患者的胚胎着床率比对照
组高。但是，在随后的Fishel[22]前瞻性研究中，对IVF的患者在取卵期间进行阴道内受精没
有明显作用。以上两个研究都没有选用随机分组的病例对照研究。最后一个随机对照试验
中，取卵期间患者阴道放入精液或盐水安慰剂[23]。结果在168例患者中，阴道内有精液组的
着床率相对阴道内无精液组增加45%，但差异没有统计学意义。在一个回顾性研究中，他们
对进行输卵管内配子移植术后的患者进行子宫内和宫颈内授精，结果临床妊娠率提高[24]。在
一个随机、双盲对照研究中，他们对进行宫腔内人工授精患者，诱导排卵期间生殖道是否暴
露在精液下进行研究，但性生活是受限制的。但性生活是受限制的,两组的临床妊娠率差异
没有统计学意义。以上数据再和进行性生活组对比,结果差异也没有统计学意义[25]。Coulam
和Stern[26]报道,和安慰剂相比，不孕或者复发性流产的患者接受阴道精浆胶囊后着床率更
高，但是这个差别没有统计学意义。他们还报道，对于有关反复自然流产的患者利用精浆可
以提高21%的活产率[27]。因此绝大多数的证据表明女性生殖道通过性交或者是人工授精的方
法暴露在精子/精浆下，是不影响妊娠结局的。 
3．讨论 
理论上，性交通过以下机制来影响胚胎着床： 
1、感染的产生 
2、引起子宫收缩（性兴奋时） 
3、性交过程中由于阴茎和宫颈接触产生的压力会驱逐胚胎，而且性交可能会引起卵巢
破裂产生剧烈疼痛。 
性交和妊娠后的子宫上行感染有关[28]，这种亚临床上生殖道感染和 IVF 胚胎移植后不
良的妊娠结局有关[29]。在 IVF 周期中，子宫腔对于性交引起的感染是敏感的，而宫颈黏液
对于抑制上行感染具有屏障作用，但这种屏障作用被胚胎移植管所破坏。另一方面，
Sharkey 等[30]研究精液诱导人类宫颈阴道上皮细胞炎症性的细胞因子和趋化因子产生的体
外基因调控机制。实验研究表明，精浆能够引起生殖道上皮细胞炎症性的细胞因子和趋化
因子表达，这说明外子宫颈是其主要的表达地点。精液对宫颈上皮细胞的炎症性的细胞因
子的调节作用，可能和精子免疫抗原反应有关。这种炎症细胞因子能够抵抗性交后诱发的
感染原。在性高潮过程中，性交会增加子宫肌层活动[31]，这种高频率自发的子宫肌层活动
会干扰早期的胚胎着床而影响 IVF 的妊娠结局[32－33]。值得肯定的一点是，性交有助于胚胎
着床。精液可以诱导促炎症因子产生和细胞因子的趋化作用，因为人类性交后精液聚积在
女性生殖道内引起炎症级联反应，这类似于小鼠[6]和猪[8]的交配过程。由于人类性交后白
细胞的聚集、激活，可能增加了促炎症性因子和细胞趋化因子，使宫颈局部白细胞数提
高，这就是所谓的女性性交后白细胞反应[15－16]。关于上皮细胞的调控作用的观点一致认
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为，上皮细胞因子控制局部树突细胞、巨噬细胞和粒细胞在上皮细胞的集聚和功能行为
[34]。由于不能检测精液对白细胞的作用，也不排除精液对这些细胞信号直接作用的可能
性。在人类女性性交后激活宫颈管中大量的细胞因子合成，这些细胞因子抵抗病原菌侵入
上生殖道并加强了上皮细胞表面的防御功能[35]。 
在子宫颈组织中产生的GM-CSF和IL-6 会影响局部抗原呈递细胞的激活状态，抗原呈递
细胞的编码表型影响细胞的抗原反应[36－39]。这两种细胞因子优先在子宫颈外口表达，这与
子宫颈组织是父系抗原在女性的首选作用位置有关。精液中的这两种因子和TGFβ、PGE2共
同作用发生特异性抗原免疫反应，使女性不会由于接触精液而出现不良反应。同样，精液
取出并处理后再和母系抗原发生免疫反应，可以为随后的妊娠做准备，因为同一孕体会有
很多相同的父系抗原[13,19]。体外实验中由于精液因素的作用可以诱导子宫内膜产生IL-6、
LIF和IL-1P[18,40－41]，这是胚胎植入时子宫内膜容受性的关键因素。精液调节整个女性生殖
道免疫反应，促进子宫蠕动收缩达到像输卵管一样运输大分子材料 [42]。GM-CSF、IL-8和
IL-6都能够在子宫内膜诱导产生，不需要检测。 
4．结论和建议 
大量的随机对照研究表明，在胚胎移植前后性交可以增加IVF中的着床率和ART周期中
的妊娠率，但是也有研究者认为性交不能明显增加妊娠率。然而性交提高妊娠率的机制并
没有被完全认识到，他们认为精子/精浆可以诱导女性生殖道内发生免疫反应，而这种免疫
反应可以促进胚胎发育和提高子宫内膜的容受性。不利的是，过度刺激的卵巢在性交的过
程中容易发生破裂。因此，除非有严重的卵巢过度刺激症，我们建议鼓励患者胚胎移植前
后进行性生活。 
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第五部分 胚胎种植与冷冻保存 
第十四章 人胚着床 
Russell A. Foulk，University of Nevada， School of Medicine，USA 
1．引言 
种植是胚胎发育和成功妊娠的最终步骤。在过去三十年，人们对胚胎发育的理解已经
取得了长足的进步。自体外受精技术问世以来，胚胎的体外研究也变得容易可行。实际
上，此项研究极大地推动了胚胎干细胞诱导的进程。遗憾的是，对植入步骤的评估并不是
一件容易的事情，因为大多数研究工具都不能进入子宫内，这就限制了我们对早期植入的
理解。在很大程度上，植入的病理生理机制是不为所见的。这些过程在物种间存在异质
性，这也限制了我们建立合适的动物模型来进行研究。在人类中，存在一个精确协调的时
间表，在此期间可以发生宫内妊娠，我们称之为“种植窗”。然而，在很多情况下，胚胎
即使是在最佳时机和最佳质量时移植，仍然未能成功种植。如果将一枚完美的胚胎移植到
一个准备好的子宫内却未种植的话，这结果不论是对患者还是她的临床医生都是一种打
击。本章将复习一下人类胚胎植入的机制并探讨导致其失败的一些原因。 
2．胚胎种植窗 
人类胚胎大约在受精后4～5日进入子宫腔内。从输卵管或移植管中出来后，胚胎在子
宫节律性收缩作用下在宫腔内来回移动，直到它完全附着在子宫内膜上皮上。胚胎进入子
宫腔后，滋养外胚层细胞便暴露于子宫上皮上，此后1～2日内胚胎从透明带内孵出。种植
发生于受精后6～7日。在植入和胎盘形成过程中，人类胚胎必须在剪应力存在的情况下附
着在子宫上。子宫内膜壁的相对面之间有大量的黏液，胚胎在此环境中不停地滚动。这种
互动过程是一连串的复杂事件，我们可以将之分为三个独立的步骤：定位、黏附和侵入
（Norwitz et al.,2001）。 
2.1 定位 
一旦人囊胚从透明带中孵出后，自由移动的球体细胞必须在其接近子宫内膜表面时将
自己进行定位，并且在能够稳定的黏附和开始侵入之前形成初始的黏附（即定位）。定位
是一个短暂的动态过程，借此胚胎将自己“拴”在子宫内膜表面。子宫收缩和宫腔内黏蛋
白的分泌可以推动囊胚环绕在腔内。虽然流体动力学产生了剪应力，但是胚胎仍然可以靠
近子宫壁并且在适合自己的附近滚动以便使覆盖在内细胞团上的滋养外胚层定位在子宫内
膜表面上。在定位阶段，漂浮的囊胚和子宫内膜之间通过双向调节因子，例如细胞因子和
炎症趋化因子，进行沟通，以引导囊胚形成三维“对接”结构。子宫内膜表面激素调节的
胞饮突已经被证明可以标记最佳子宫内膜容受性出现的时间及其出现时的外观（Bentin-
Ley et al.,2000)。 
在定位阶段的种植窗时期，子宫内膜和囊胚均可以局部分泌炎症趋化因子，如IL-8、
调解活化正常T细胞表达和分泌的趋化因子（RANTES）或单核细胞趋化蛋白1（MCP-1）。特
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别是L-选择素系统，已被证明其在囊胚定位相是非常重要的（Genbacevet al.,2003）。选
择素类是凝集素样糖蛋白，包括E-、L-和P-选择素，起初他们均被认为仅由成血管细胞的
后代所表达。活化的内皮细胞上表达E-选择素，活化的血小板和内皮细胞表面表达P-选择
素，淋巴细胞上表达L-选择素。最初对选择素系统感兴趣的原因是种植过程和白细胞通过
血管壁的渗出过程有一些相似之处。就像一个滚动的囊胚一样，选择素黏附系统允许白细
胞在侵入间质之前在内皮细胞表面被限制并来回滚动。白细胞通过特有的机制，包括L-选
择素黏附系统，在剪应力作用下，从流动的血液中溢出进入内皮壁中。这些脉管系统特有
的机制使细胞在剪切流的作用下可以发生黏附。糖结合蛋白（选择素）通过识别特定的寡
糖结构作为他们的配体来介导白细胞和内皮细胞之间的相互作用。这些相互作用允许白细
胞在内皮表面缓慢通过（Alon and Feigelson，2002）。此后整合素激活，使白细胞在血
管内皮细胞表面形成牢固黏附并随后迁移到组织内（Alon and Feigelson，2002；
McEver，2002）。细胞表面的选择素将细胞固定在血管壁特定内膜细胞上的相应配体上，
直到形成牢固的黏附（McEver，2002）。这些凝集素样分子识别特定的寡糖结构，此结构
由一些糖蛋白所携带，包括PSGL-1， CD34，GlyCAM-1，MAdCAM-1，足糖萼蛋白和内糖。这
些糖蛋白由至少30％的碳水化合物构成，并且在内皮上结合成黏蛋白寡糖配体。这些相互
作用具有快速性和可逆性，例如游离的白细胞减速、束缚、释放和在内皮细胞表面滚动直
到最终到达溢出部位。一旦白细胞停留，整合素激活便触发牢固的黏附（抗剪应力），最
终白细胞从血管内皮渗出。 
从形态学水平来讲，白细胞从脉管系统渗出和胚胎到达子宫壁之间存在相似之处，因
为两种类型的黏附均发生在剪应流的作用下并且随后均有整合素的激活。Genbacev等
（2003）已经证明L-选择素黏附系统在囊胚种植的初始阶段起到了决定性的作用。孵化的
囊胚表达L-选择素，此分子通过其糖类配体，MECA-79和相关的抗原表位可以介导囊胚到达
腔上皮表面。阐明L-选择素介导黏附的两种不同的体外模型被用来证实原位观察的正确
性。第一个模型是在剪应力下将涂有合成的L-选择素糖类配体的植株覆盖在胎盘绒毛膜绒
毛外植体上。结果证明L-选择素抗体阻断了植株结合到外植体的细胞滋养层细胞（CTBs）
上。另外的免疫定位实验证实CTBs表达L-选择素。第二个模型是在剪应力下将离体的CTBs
覆盖在子宫内膜组织切片上。结果表明CTBs能结合到黄体期获得的子宫内膜组织表面，而
不能结合到卵泡期获得的子宫内膜表面。这种结合再一次被抗L-选择素抗体所阻断。与这
些观察一致，子宫内膜的免疫定位研究也表明在种植窗期L-选择素糖类配体MECA-79从排卵
当天开始发生一个正调节，到排卵后6日达到一个峰值。MECA-79在整个卵泡期均是阴性
的，而且如果未排卵也仍然呈阴性。Carson等（2006）已经证明MUC-1似乎为L-选择素糖类
配体充当了支架，其是一种跨膜糖蛋白并且表达于子宫上皮表面顶端。总之，这些研究表
明，在整合素开始发挥关键性作用使之牢固黏附之前，人类胚胎通过一种机制介导其滚动
和束缚到子宫内膜壁上，而且这种机制在白细胞中已经得到了很好的研究。 
2.2 胚胎黏附 
定位后不久，整合素依赖的黏附便开始了。受体介导这一过程使囊胚牢固地黏附在子
宫壁上并使滋养层细胞穿过腔上皮细胞进行迁移，从而将胚胎埋在子宫壁下。整合素是一
类细胞黏附分子，其作为异源二聚体α和β糖蛋白亚基存在于质膜上。滋养层细胞和子宫内
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膜细胞表面受体在植入过程中发挥了多重功效。已经证明，滋养层整合素在滋养层吸附、
迁移、分化和凋亡过程中介导细胞-细胞和细胞-基质间的相互作用。在子宫内膜表面，大
部分的整合素扮演着管家的角色，但是有三种异二聚体的表达标记着种植窗的范围
（Lessey，2002）。在整个种植窗期间即从排卵到晚黄体期均有子宫内膜整合素α1β1的表
达。α4β1在排卵后开始表达，并于周期的第24日窗口关闭时停止表达。子宫内膜整合素
αvβ3在周期的第19～20日，即种植窗开始时期，开始出现在子宫内膜上皮细胞的顶端，并
于随后的1周快速减少。αvβ3的配体骨桥蛋白也与之同时被发现，此配体可能在子宫内膜或
胚胎发信号、推动胚胎在侵入之前黏附于顶端时发挥了一定的作用。 
据报道，种植窗期αvβ3的表达缺失出现在黄体功能不足和一些子宫内膜异位症、不明
原因性不孕和输卵管积水的妇女中。正常整合素表达的丢失被认为可以导致种植失败。对
整合素基因敲除的研究发现β1敲除的小鼠胚胎虽然可以正常发育到囊胚阶段但是会种植失
败（Stephenset al.,1995）。定位阶段，在子宫内膜中，人类胚胎在蛋白水平上调节这些
整合素（Simonet al.,1997）。因此，在被束缚并穿过多糖-蛋白复合物屏障后，人类囊胚
在旁分泌介导下形成良好的上皮细胞的整联蛋白模式使其黏附得更加牢固。 
2.3 滋养层侵入  
种植的最终阶段是侵入，其为血性绒毛膜胎盘的形成创造了条件。这种侵入性暗示细
胞有穿过解剖学屏障的能力。第一道屏障是子宫内膜上皮细胞，滋养层即黏附在此层上。
紧贴着上皮细胞层的下边便是一种特有的基质即基底膜，即一层薄的连续的膜，主要由IV 
型胶原组成。基底膜一方面对表面上皮起固定作用，另一方面也起到了隔离血管壁、肌细
胞和神经的作用。在基底膜的另一边是一种多变的基质即间质，包括其他的组织细胞、血
管和淋巴管。因为囊胚太大而不能挤过上皮细胞层，黏附的滋养层便通过旁分泌活动在上
皮细胞下面诱导细胞凋亡反应（Galan et al.,2000）。 
为实现成功的侵入，于是滋养层在严密的调控下分化成锚定的细胞滋养层和高分泌性
的合体滋养层，合体滋养层可以分泌一些蛋白酶降解细胞外基质。基质非金属蛋白酶-9表
达于滋养层的侵入潜能最大时。受精后第10日，囊胚已经完全在子宫内膜间质中着床，与
此同时上皮细胞再生并覆盖种植部位。最后，细胞滋养层侵入到整个子宫内膜、子宫脉管
系统并达到第三层子宫肌层。滋养层进入子宫血管后形成了由子宫胎盘血液循环构成的网
状系统，使胎盘滋养层可以直接与母血接触。然后，胎盘开始在母亲和胎儿之间行使其转
换器官的重要功能，进行营养素、气体和废物、激素和生长因子等等的交换。 
不当的侵入可以引起无免疫力胎盘的形成和妊娠并发症。然而如果侵入过度，胎盘便
可以达到子宫肌层（accreta，植入），进入子宫肌层（increta，部分植入），完全穿过
子宫肌层（percreta，完全植入）。这些均与出血、手术分娩和子宫切除的高风险性有
关。如果侵入太浅的话，可以引起宫内生长受限和/或先兆子痫（Zhou et al.,1997）。 
3．最佳胚胎植入 
现已证实，对患有不育症的夫妇来说，辅助生殖技术在克服多数障碍方面是最有效
的。体外受精（IVF）可以通过克服某些障碍来发挥其功效，比如精子计数低或输卵管功能
障碍，并在最佳时机选择最具活力的胚胎放入子宫腔内。限制IVF成功的因素通常可以被分
成胚胎的健康与子宫内膜的健康，或从本质上说是种子的评估与土壤的评估。 
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3.1 胚胎（种子） 
在过去十年里，人们对胚胎能力的研究，或在评估什么使胚胎有如此高的植入潜能并
创造婴儿方面，取得了巨大的进步。历史上，最常见的评估方法是观察最佳培养条件下的
胚胎发育形态。虽然这已经逐步提高了挑选最具生育潜能胚胎的能力，提高了妊娠率同时
降低了多胎妊娠率，但是绝大多数胚胎却种植失败。这些失败和挫折促使在工具和方法上
进一步发展以更好地评估胚胎。代谢产物学和蛋白组学的研究领域是胚胎培养条件，以寻
找改善胚胎健康的可溶性标记物。遗憾的是，形态和/或培养条件的评估是不够的，因为大
多数不健康的胚胎是由非整倍体造成的。基因组学是很有前景的，因为染色体异常本质上
就代表了无生育力（Hassold，2007）。已经证明，临床上随着女性年龄增加，生殖力逐渐
减低，流产率逐渐增加并且非整倍体出生率也越来越高。实际上，在临床实践中卵母细胞
的年龄是影响辅助生殖结果的一个最重要的变量。 
植入前遗传学诊断（PGD）或评估也应运而生，以确定胚胎移植前的染色体构成。最
初，人们用荧光原位杂交（FISH）技术对第3日胚胎的极体和卵裂球进行活检，以评估所选
一定数目的染色体。因为FISH存在局限性，全面对PGD的评估已超出了本章的范围，但是简
要地说，目前分析和活检技术已经发展成为全面染色体筛选平台（Schoolcraft et 
al.,2011）。某些技术改进极大地改善了正确判断单个囊胚生育潜能的能力。联合使用滋
养外胚层活检技术、玻璃化冷冻技术和对23个染色体单核苷酸多态性（SNP）评估为基础的
芯片筛选技术，人们得到了可喜的数据，植入率显著提高达到了60％以上，流产率也得到
了明显降低。这表明，选择最具生育力的种子可以改善种植率。然而，我们应该清醒地认
识到，种植率高达60％意味着仍然有40％具有正常染色体组的最佳胚胎会种植失败。因
此，种子的健康不是唯一的因素。毫无疑问，进一步的答案将来自于子宫内膜。 
3.2 子宫内膜（土壤） 
植入前子宫内膜在大量的激素作用下生成了具有植入能力的上皮细胞。可受性子宫内
膜的形成依赖于雌激素诱导的快速组织增殖与紧随其后的孕激素诱导的分泌模式。这些甾
体激素的重要性不能被低估，因为没有它们就不会妊娠。它们的作用是适当地组织子宫内
膜或“土壤”以使局部的细胞因子和炎症趋化因子在植入过程中能够参与进来。如果土壤
因不当的激素信号而没有准备好的话，接下来的事情就不太可能会发生。在最佳的预处理
作用下，子宫内膜的容受性会变得最强。在月经周期的第20～24日，或排卵后6～10日，子
宫内膜变得很易植入，此时间跨度被称为“种植窗”。在此窗之外，子宫内膜是不易植入
的，就好像存在抗性因子在抵抗植入似的。事实上，胚胎更易种植在输卵管里或腹膜上，
其次才是种植在接受能力差的子宫内膜上。接受性的获得是一个调节的过程。引起不育的
某些疾病要么是缺乏接受分子要么是存在阻止植入的抵抗分子。曾有人提出，MUC1基因可
能是以抗黏附分子的形式出现在小鼠胚胎附着过程中的（Surveyor et al.,1995）。有一
种理论是，MUC1就像是圣诞树上光秃秃的树杈，在用饰品装饰之前此圣诞树都是有抵抗性
的，这些饰品充当了胚胎受体的配体（如图14-1）。因为MUC1是L-选择素配体的支架，所
以如果此糖蛋白复合体被破坏便可导致植入失败。 
与种子的活跃功能相比，土壤处于相对被动的位置，与此不同，子宫内膜必须变得有
接受力并且允许异种细胞的侵入。创造这种接受力的关键环节是子宫内膜和附着囊胚之间
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的“对话”。子宫内膜准备它的“着陆地带”，与此同时孵化的囊胚在宫腔内移动时准备
它的“停靠触须”。当彼此接近时，子宫内膜便通过旁分泌双向沟通作用积极地参与到植
入过程中。我们使用上面的比喻来进行说明，接近内膜的囊胚指导树杈（即子宫内膜）用
合适的饰品或配体装饰自己，以便表达于暴露的滋养外胚层上的L-选择素能够结合到上
边。人们可以推测，反复种植失败的不育患者其子宫内膜在种植窗期间要么是缺乏配体要
么是配体减少。 
图14-1.孵出的囊胚最初附着在子宫腔上皮细胞上的模式图 
 
4．关于植入失败的研究 
考虑到诸多不育和早期流产的原因，我们推测，选择素黏附系统缺陷可以用来解释部
分不明原因的生殖失败。实际上，尽管为接受体外受精的妇女移植质量最好的胚胎，仍有
一群患者会反复种植失败。我们的研究目的是评估子宫内膜上的L-选择素配体MECA-79的缺
失是不是更多地出现在反复种植失败（RIF）的患者身上，并评价子宫内膜L-选择素配体的
缺失是否与种植失败有关。 
4.1 研究设计 
我们比较了子宫内膜L-选择素配体在能生育人群组和有反复种植失败史患者组的表达
情况。我们在促排卵周期的黄体中期（如种植窗期）对受试者进行子宫内膜活检。种植失
败的患者通过进一步的治疗继续尝试妊娠。我们用MECA-79抗体免疫染色法识别L-选择素配
体，并根据是否存在此配体对每一位患者的结果进行跟踪、制表。 
4.2 选择患者 
对照组是证明有生育力的年轻健康女性，她们充当匿名捐卵者。我们在内达华生殖中
心招募了20例RIF患者。这项研究获得了著名的医疗中心伦理审查委员会的人权研究委员会
的批准。如果他们有至少两次是因为种植失败而导致体外受精失败的话，便被招募进入试
验组。如果将最高质的胚胎移植到正常的子宫腔但未植入的话便可诊断为种植失败。根据
Veek标准对胚胎形态进行评分（Veek，1999），仅移植6～8-细胞且为1和2级的胚胎的患者
被纳入其中。周期前用宫腔声学造影评估子宫腔，周期中用经阴道超声评估内膜的厚度和
外观。仅有内膜厚度大于7 mm且有三线征的患者被纳入其中。 
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4.3 子宫内膜活检 
所有患者的知情同意书均使用著名医疗中心人类研究委员会批准的IRB协议。通过控制
性促排卵周期或监测自然周期来确认月经周期所处的阶段。促排方案包括14 d的雌激素
（estrace，2mg，口服，2次/d），紧接着为微粒化的孕酮（prometrium，200 mg，口服，
2次/d)加雌激素（estrace，2mg，口服，1次/d）。自然周期的排卵用晚期卵泡超声和LH检
测来证实。在孕酮第6日或LH峰后第7日对子宫内膜进行活检，将Unimar针推到子宫底部，
产生负压并以螺旋方式退出探针。组织立即在3％多聚甲醛中固定24h。将之在PBS中冲洗3
次，浸润在5％～15％蔗糖溶液中，然后浸在最佳切割温度（OCT）复合物中并在液氮中快
速冷冻。用冷冻切片机（莱卡微系统，Bannockvurn， IL)将组织切片（5μm），进行免疫
组化定位。 
4.4 子宫内膜定期 
子宫内膜活检的形态由经验丰富的组织学家根据Noyes定期规范进行评分（Noyes，
1950）。组织学家对患者的病史一无所知，包括子宫内膜活检的时期。 
4.5 免疫组化 
识别L-选择素配体MECA-79的鼠单克隆抗体为加利福尼亚州圣约瑟的BD生物公司所生
产。MECA-79抗体识别高亲和力的L-选择素配体的糖类抗原表位，此抗原表位包含SO3 → 
6GlcNAc（N-乙酰葡糖胺）（Yeh，2001）。添加一抗，浓度为5 μg/μL。标本在4℃孵育过
夜后，用PBS冲洗3次，与山羊FITC标记的抗鼠IgM（Jackson ImmunoResearch 实验室）共
同孵育。用不相关的鼠IgM抗体（抗-KLH，eBioscience）或PBS替代一抗作对照。染色结果
用Zeiss Axiophot荧光显微镜评价。 
4.6 结果 
首先，我们检测了对照组20例健康女性子宫内膜活检组织的MECA-79表达情况，这些女
性都已被证明是有生育力的。所有活检标本均有黄体中期子宫内膜的形态特征。MECA-79抗
体免疫染色显示对照组所有样本均存在L-选择素配体，阳性表达于腔上皮和腺上皮表面。 
有趣的是，一位起初MECA-79染色阴性的对照组患者在自然周期中是不同步的。后来我
们发现她没有排卵。她被放到控制性促排周期组后，黄体中期的染色便显示阳性。RIF患者
组的差异是很大的。20例标本中有15例MECA-79免疫染色阳性（即为检测活检组织的75％，
如图14-2）。在15例阳性标本中，4例显色浅或不均匀，11例显色正常。MECA-79阴性的5例
标本均与严重的子宫异常有关，包括先天异常（如单角子宫）、asherman’s综合征、子宫
腺肌病和多发性子宫肌瘤切除术。对这些患者实施平均5次的胚胎移植后均未使她们怀孕
（见表14-1）。在15例MECA-79阳性的患者中，10例怀孕，5例在活检后又经历平均1次移植
后放弃了治疗。 
继续治疗的大多数患者再经历平均2次的移植之后成功妊娠（见表14-2）。那些配体阳
性但是未受孕的患者停止治疗的时间要早于那些成功妊娠患者平均1.5个周期（2.8个周期
vs.4.3个周期）。迄今为止无妊娠并发症。 
这项试验性研究的结果有重大的意义。第一，患者黄体中期子宫内膜活检组织缺乏L-
选择素配体MECA-79，便预示其受孕机会极低或没有。其预测值为100％，敏感度为50％，
特异度为100％。（见表14-3）。毋庸置疑，如果放弃治疗的患者坚持下来并怀孕的话，此 
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图14-2.患者L-选择素配体MECA-79免疫染色情况 
 
 
表14-1.反复种植失败患者的信息摘要 
L-选择素配体（N） 
年龄 
（SD） 
子宫史 
IVF史 
（周期数） 
种植率 
（妊娠数/胚胎数） 
缺失的 
（5） 
39.0 
（1.67） 
单角（2） 
Asherman’s 综合征 
子宫腺肌病 
多发性子宫肌瘤切除术 
25/5 
（5） 
0/72 
不均匀的 
（4） 
34.7 
（4.43） 
正常（1） 
水电输卵管切除术（2） 
产后刮宫术 
17/4 
（4.25） 
3/47 
（15.7%） 
正常的 
（11） 
40.1 
（6.73） 
正常（6） 
子宫肌瘤切除术（2） 
腔壁肌瘤（2） 
子宫中隔成形术 
40/11 
（3.6） 
11/76 
（14.5%） 
 
敏感度将得到改善。第二，MECA-79阳性的患者，如果已经错失了两个好的预后周期的话，
他在随后的每个周期中都会有32％的机会怀孕。第三，在8个有正常子宫且MECA-79免疫染
色阳性的患者中，妊娠的可能性要累积高于85％，或每周期高于53.8％（7/13）。然而那
些怀孕了的整体种植率也仅有12％，这比治疗中心的所有患者的三分之一种植率还要少。
不管L-选择素配体存在与否，显然这些患者代表了低生育能力组。 
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表14-2.L-选择素配体和RIF患者结局 
患者 L-选择素配体 种植 正常子宫 种植率 平均周期数 
5 缺失 全无 0/5 0/72胚胎 5 
10 存在 10 7/10 
14/116（12.1%） 
---子宫内膜活检后 14/57（25%） 
4.3 
5 存在 全无 1/5 0/37 2.8 
 
表14-3.L-选择素配体缺失对随后的妊娠失败的预测值 
（至少两个失败周期后进行筛选试验） 
L-选择素 
配体 
未妊娠 妊娠 阳性预测值 阴性预测值 #随后的周期数 每周期妊娠率(%) 
缺失 5 0 100%  15 0/15 
存在 5 30  86% 31 
10/31 
（32.2） 
 
7 讨论 
子宫内膜的顶端表面包含触发分子间相互作用来捕获人类囊胚的关键元素。子宫内膜
在月经周期中经激素预处理，形成一段接受胚胎成功植入的最佳时期。“种植窗”发生在
第20～24日期间。在此窗口以外，子宫内膜对胚胎的吸附都是有抵抗性的（Navot，
1991）。Lai等描述了L-选择素配体在整个自然月经周期（Lai，2005）和控制性促排周期
都是有表达的（Lai，2006）。且其表达从排卵期开始增多直到分泌中期。L-选择素配体免
疫染色峰值出现在腔上皮表面的早分泌期到中分泌期之间的时期，这与种植窗的时间一
致。Vlahos等发现，在控制性促排卵后，黄体期补充孕酮可以提高L-选择素配体的表达
（Vlahos，2006）。Khan等的初步工作发现N-乙酰葡糖胺-6-O-磺基转移酶（GlcNAc-6-
OST）受雌孕激素的调节，此酶基因负责高亲和性L-选择素配体表位的生成。雌激素上调此
基因，同时孕激素放大此效应。然而单独的孕激素会抑制GlcNAc-6-OST的表达，这可能是
子宫内膜无接受性的原因。 
在我们的研究组中，缺乏配体的患者都有子宫缺陷的高危史。医源性的原因包括刮宫
术和子宫肌瘤剔除术，同时类似于先天性异常的自然状态也可以引起子宫内膜缺陷。显
然，并不是所有有这样病史的患者都不能怀孕，但是在高危人群尝试怀孕之前L-选择素配
体MECA-79也许可以作为一种反映损伤或异常程度的标记物。 
也许还有其他疾病状态可以影响L-选择素配体的表达。Lessey等描述了子宫内膜异位
症女性的子宫内膜表达异常的整合蛋白（Lessey，1994）。同样地，Kao等发现GlcNAc-6-
OST基因在子宫内膜异位症患者中表达下调（Kao，2003）。Mak等发现雄激素抑制GlcNAc-
6-OST基因的表达，这可能是引起多囊卵巢综合征患者生殖结局更差的原因之一（Mak，
2005）。 
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Shamonki等将L-选择素配体的表达与随后供卵周期的妊娠率进行了相关性分析
（Shamonki，2006）。他们描述了从接受供卵且随后怀孕的患者模拟周期中获得的子宫内
膜表面上皮顶端有更高的L-选择素配体免疫组化反应，而未怀孕者的免疫组化反应较低。
他们将染色强度和妊娠率进行了关联分析，而不是我们已经做过的存在或缺失。此项研究
进一步支持了我们的结果，证明了不仅L-选择素的存在在种植中扮演了重要角色，其程度
也起到了重要作用。 
我们证明，如果有多次种植失败周期的患者缺乏L-选择素配体的话，其在进一步的种
植尝试中会继续失败。而这些有失败史但是L-选择素配体检测阳性的患者会在随后的种植
试验中有非常好的预后，尽管仍然存在低生育力的不明诱因。 
5．总结 
人类胚胎的种植是子宫内膜和移动囊胚之间的一种复杂的相互作用。在具备一个准备
接受囊胚的表面上皮和一个形态改变的滋养外胚层的条件下，胚胎种植会发生在一个相对
短的时间段内。机械地讲，囊胚的运动必须被限制以便进行黏附并且随之侵入。人们越来
越相信，L-选择素黏附系统在调节最初的胚胎定位方面发挥了主要作用。摆脱束缚后，囊
胚可以进行附着并且牢牢地吸附，尽管子宫腔内存在剪应力。一旦锚定，一系列事件便展
开，这可以让胚胎钻进子宫内膜壁中并生成血性绒毛膜胎盘。 
囊胚或子宫内膜功能障碍均可以限制植入的效能。关于胚胎生殖能力的许多研究已经
表明，改善胚胎的选择可以大大提高种植率。然而对子宫内膜的研究更具挑战性，我们正
在揭示一些领域，比如可接受性子宫内膜的适当准备和测定可以改善结局。已证明，在种
植过程的每个阶段，特定的疾病状态均可以破坏种植时所需的精细对话。关于定位阶段，
L-选择素配体可以作为种植效能的标记物。临床上，对高危人群来说，我们可以对其进行
活检，如果配体缺失的话，我们可能可以避免许多徒劳的昂贵治疗。这可以为患者提供为
什么不能怀孕的重要信息和开放性选项，如通过代孕来帮助她成为一个母亲。除定位外，
许多疾病状态所引起的缺陷都可以破坏整合素的表达，比如子宫内膜异位症和输卵管积
水。对这些缺陷的处理有效地改善了结局。最后，细胞滋养层侵入到适当的子宫深度是确
定妊娠结局的关键。过度入侵导致胎盘植入，侵入不足参与子痫前期的病理生理过程，而
子痫前期是工业化国家中导致产妇死亡的首要原因。 
正常的植入是成功受孕的关键。对不育夫妇和他们的主治医生来说，更好地了解植入
过程将有助于更好地诊断和治疗，并针对引起他们不能拥有一个健康孩子的原因进行治
疗。总之，我们可以通过选择最健康的胚胎，并建立最容易接受的子宫内膜来提高植入的
效能。未来对子宫内膜容受性标记物的研究将有助于临床医生定义移植最好胚胎的最佳环
境，由此提高妊娠率，减少并发症，如多胎妊娠、流产，并最终定义危及胎儿宫内健康发
育的环境。 
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1．引言 
植入是一种胚胎和有接受性的子宫内膜之间微妙作用的过程。这种复杂的相互作用需
要胚胎和母体组织之间和谐地对话（Aghajanova et al.,2008； Simon et al.,2000）。
植入的三个步骤是：定位、黏附和侵入。定位是指滋养层细胞附着在可接受性子宫内膜壁
上。胚胎在基底膜和间质细胞外基质中的黏附发生在特定激素、细胞因子和黏附分子存在
的情况下。囊胚一旦锚定在子宫内膜壁上后，它便被合体滋养层外层和细胞滋养层内层包
被。随着合体滋养层侵蚀子宫内膜，囊胚便钻进去并且开始植入（Ganong，2005）。在过
去几年里，人们研究的目标是提高胚胎质量以及了解子宫内膜壁高度动态的组织结构。虽
然形态学标准和染色体规范提高了移植胚胎的质量，但是种植率仍然保持在25％～35％
（Boomsma & Macklon，2006）。 
近几十年来，子宫内膜进入最佳种植窗阶段的启动一直倍受关注。人们做了大量的工
作以了解子宫内膜壁创造与囊胚相互作用的良好环境的准备能力。虽然胚胎因素引起1/3的
种植失败，但是大约2/3的种植失败与子宫容受性的缺失有关（Achache，2006；Ledee-
Bataille et al.,2002）。多种细胞因子、激素、免疫球蛋白及其他因子都在内膜为种植
做充分准备时发挥了作用。早在1950年，Noyes， Hertig和Rock就对容受性子宫内膜的形
态学改变进行了描述，这种改变是在性类固醇激素雌激素和孕激素控制下发生的，雌激素
是增殖期的决定性激素，孕激素是分泌期的决定性因素。 
在黄体种植期，相当于周期的第20～24日，或者排卵后7～9日，子宫内膜对邻近的囊
胚是有容受性的（Goiran &Mignot，1999）。此时，可以检测到蛋白、细胞因子和肽类的
基本表达，它们可以作为最佳的子宫内膜容受性的生物标记（Singh & Aplin， 2009；
Lessey et al.,2002）。对种植阶段生物标记物的检测和探索是具有极大吸引力的研究领
域，在不久的将来，其将有助于建立一种未来的治疗模式以使辅助生殖技术（ART）的作用
发挥到最大化。据Zhu的研究所述，生物标记是种植阶段存在于子宫内膜，接近于种植位点
并且随后消失的物质（Cavagna & Mantese，2003） 。本章将要讨论生物标记物及其在种
植阶段吸附和侵入过程中所发挥的作用。 
2．生物标记物 
人白细胞抗原G （HLA-G） 
人白细胞抗原G（HLA-G）是一种主要组织相容性复合体（MHC）Ib类基因，人们认为其
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在种植时发挥了必不可少的作用，其可以通过调节细胞因子分泌保持局部的免疫耐受性，
并且通过调节细胞因子的分泌控制滋养细胞的侵入（Roussev & Coulam，2007）。起初，
HLA-G被作为一种保护剂而提出，其可以抑制自然杀伤（NK）细胞介导的靶细胞的溶解，并
且阻止母源性细胞毒性淋巴细胞的同种识别。最近大量研究已经表明，这些蛋白可以调控
免疫细胞，包括T细胞、NK细胞和抗原提呈细胞（Fournel， 2000）。其在植入过程中的重
要作用，人们最近一直关注HLA-G及其在诊断和治疗方面的临床应用。包括评价复发性流产
夫妇与HLA-G基因变异的关系。孕期血清可溶性HLA-G（sHLA-G）水平可能会成为未来评估
成功种植的诊断指标，但此方法至今尚未建立（Roussev & Coulam，2007）。 
 
胞饮突 
已证实，胞饮突是一种细胞器，在种植阶段出现在子宫内膜壁上。胞饮突可以被电子
显微镜检测到，并且是子宫容受性的特异性标记物。孕激素依赖性的胞饮突出现在黄体周
期的第20～21日（Cavagna & Mantese，2003）。胞饮突的功能还没有被完全阐述，但是胞
饮突被认为在保护囊胚免受子宫内膜纤毛扫动、加速宫腔积液抽离和促进胞饮突和囊胚分
子黏附方面发挥了重要的作用。发育完全的胞饮突的寿命不超过48 h，提示其是一种短暂
的细胞状态。在枸橼酸克罗米芬和人绒毛膜促性腺素（hCG）的促排卵周期，胞饮突在17日
或18日形成，要稍早于自然周期（Cavagna & Mantese，2003）。促排卵和早期胞饮突形成
可能是使容受窗改变导致子宫内膜和囊胚不同步并最终对IVF的种植率产生负面影响的重要
因素之一。 
 
整合素 
整合素是跨膜糖蛋白家族，是由两种不同的、非共价键链接的α和β亚基相互作用构
成的（Achache & Revel，2006）。整合素是黏附分子，参与细胞黏附，并且在细胞与细胞
外成分之间的黏附中起到了一定的作用（Ceydell，2006）。另外，整合素参与了很多重要
的生理过程，包括胚胎发育、止血、血栓形成、伤口愈合、免疫和非免疫防御机制及癌性
转化。特别指出的是，人们用免疫组化的方法发现αvβ3整联蛋白就像其配体骨桥蛋白一样
在子宫内膜腔上皮细胞表面有阳性表达，而子宫内膜腔上皮表面是首先与滋养层细胞相互
作用的部位（Achache & Revel，2006；Apparao etal.,2001）。子宫内膜间质中整合素的
表达受多种因子的调节，已证明IL- α、IL- β和TNF-α可以刺激子宫内膜间质中αvβ3整联
蛋白的表达（Ceydell，2006）。整合素被认为是子宫内膜容受性的标记，尤其是αvβ3糖蛋
白，它与种植有直接的关系。 
 
L-选择素 
选择素是蛋白类凝集素，包括E-、L-和 P-选择素，它们起初被认为仅由成血管细胞后
代表达。P-选择素表达于血小板表面，E-选择素表达于活化的内皮细胞上，L-选择素表达
于淋巴细胞上。携带寡糖结构的糖蛋白类，包括CD34、糖基化依赖性细胞黏附分子1
（GlyCAM-1）、P型选凝素糖蛋白配体1（PSGL-1）、足糖萼蛋白和四聚糖，可以被选择素
分子所识别（Foulk et al.,2007）。选择素与内皮表面的限定和滚动机制有关。一旦白细
170
[第十五章 与子宫内膜容受性和种植相关的生物标记物] 
171 
 
胞速度减慢并最终停留，整联蛋白的活化便触发其黏附并使之通过血管内皮渗出（Torry 
et al.,2007）。最近，Genbacec 等（Genbacev et al.,2003）。已经证明孵化的囊胚表
达L-选择素，并且通过此分子与其糖类配体--- MECA-79和相关表位的结合吸附于腔上皮表
面上。Foulk 和 Zdravkovic（Foulk et al.,2007），也证明若黄体中期子宫内膜活检组
织无L-选择素配体MECA-79的表达将预示着怀孕机会很低或没有。 
 
肝素结合的表皮生长因子（HB-EGF） 
肝素结合的表皮生长因子（HB-EGF）与EGF受体相互作用，属于表皮生长因子家族。已
证明，HB-EGF在子宫内膜增殖期仅有少量表达，但在种植窗前迅速达到最高值，这说明其
在囊胚种植阶段起到了一定的作用（ Cavagna & Mantese ， 2003；  Lessey et 
al.,2002）。有人曾提出当细胞穿过间质时HB-EGF可通过旁分泌/自分泌信号途径促进种植
和滋养层细胞的侵入。HB-EGF也被证明能够抑制细胞凋亡和诱导侵入性滋养层细胞表型的
产生。人们通过电镜和免疫化学方法发现了HB-EGF和胞饮突的共存，并证明在完全发育的
胞饮突存在的情况下HB-EGF的表达最高，这一发现支持了HB-EGF在种植过程中发挥作用的
说法。 
 
绒毛膜促性腺激素和Notch1 
绒毛膜促性腺激素是一种来自于植入前胚胎滋养层细胞的早期胚胎分泌物。其有助于
妊娠期黄体的维持，并可引起子宫内膜形态的修饰和基因的表达，从而为植入做准备。 
在人类及多种无脊椎动物中，Notch受体家族均可以介导调节分化和促存活的高度保守
的信号通路（Afshar et al.,2007；Paria et al.,2002）。Notch蛋白是配体依赖性的跨
膜受体，其可以转导细胞外信号，从而负责整个发育过程中的细胞结局和分化。Notch信号
通路通常会限制细胞分化的结局，并与其他信号通路一起调控细胞向特定的方向分化，同
时抑制其向另一种方向分化并促进细胞存活。证据表明，Notch信号通路调节细胞的三种命
运：分化、细胞周期和细胞凋亡。最近，Afshar等证明CG信号产生后的αSMA 和 Notch 1的
共表达可以在孕初期抑制间质细胞的凋亡。子宫内膜脱落和子宫对胚胎的无容受性可能与
Notch 1的低表达有关。补充(h)CG或孕酮可以介导子宫内膜的存活，因为两者可以诱导
Notch 1的表达（Afshar et al.,2007）。 
 
黏蛋白类 
黏蛋白是高分子量的糖蛋白，包含50%以上的碳水化合物，以O键连接到富含苏氨酸/丝
氨酸的肽核心上（Gendler et al.,1990）。MUC-1是分子量大于250kDa的巨大糖蛋白。
（Achache & Revel，2006）。当MUC-1在细胞表面高表达时，它便产生一种位阻现象从而
干扰细胞的附着。细胞-细胞和细胞-基质之间粘连受到抑制与MUC-1胞外区的长度直接相关
（Hilkens et al，1992）。大多数上皮细胞的顶面被主要成分为黏蛋白的厚厚的糖衣所保
护，人们认为这可以保护细胞表面免遭病理过程的损害。在子宫内膜上，MUC-1可能是在种
植前与囊胚最早相遇的分子。这种相互作用似乎证明了在合适的种植位置未被找到之前，
囊胚均被阻止接近子宫内膜壁。在小鼠、大鼠和猪中均已证明，在可容性窗口期MUC-1是下
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调的，这样可以优化囊胚和子宫壁之间的相互作用；而与之相反的是，现已证明人类MUC-1
在种植前阶段是上调的。因此认为，人类必须有一种机制来诱导抑制因子下调MUC-1的屏障
作用。显然，高孕酮水平可以降低MUC-1水平，从而使子宫内膜表面的细胞外黏附分子
（CAM）暴露并提高子宫的容受性（Bowen et al.,1996）。免疫组织化学和扫描电镜表
明，MUC-1的抗原表位仅对应纤毛细胞，而非纤毛细胞（比如胞饮突）的表面无MUC-1。已
证明胞饮突为囊胚的种植提供了MUC-1空白区，这一点是非常重要的。虽然，MUC-1的出现
似乎对种植起到了负面作用，但是其上调和在覆盖于子宫内膜以外的糖衣上的延伸表明
MUC-1可能在指导胚胎的有效种植方面起到了短暂的作用（Achache & Revel，2006）。 
 
降钙素 
高钙血症时甲状腺滤泡旁细胞释放降钙素来降低血钙水平。虽然其作用有待商榷，但
是降钙素在分泌期表达于人子宫内膜上，并于黄体周期的第19～21日达到最高浓度，而这
正好与种植期相一致。已证明，孕酮可以诱导子宫内膜中降钙素基因的表达（Cavagna & 
Mantese，2003；Kumar，1998）。通过观察降钙素mRNA的免疫反应可以得出，在增殖期和
排卵期降钙素似乎是缺失的。此项发现可能是推测降钙素是子宫容受性标记物的另一原
因。降钙素通过结合到特异性受体CR1a和CR1b上来控制钙稳态（exton et al.,1993； 
Wang，1998）。人们发现CR1a受体在鼠的卵母细胞和受精卵中呈低表达，但是在胚胎的8-
细胞到囊胚阶段其表达明显增加。Wang等证明在体外研究中用10 nmol/L降钙素处理30 min
后囊胚开始加速分化（Cavagna & Mantese，2003；Wang，1998）。虽然这似乎表明了降钙
素在胚胎发育过程中所扮演的角色，但是我们需要进一步的研究以确定其在胚胎种植和发
育过程中的明确作用。 
 
前列腺素 
当种植开始时，囊胚需要进入并与母体的脉管系统相连接。要做到这一点，植入部位
的血管通透性就需要相应增加（Chakraborty et al.,1996）。众所周知，前列腺素
（PGs）具有作用于血管的特性，其在排卵、受精和分娩过程中发挥了决定性作用。最近证
明其在种植过程中也起到了关键性作用（Achache & Revel，2006；Song et al.,2006）。 
前列腺素是类花生酸类物质，包括四名成员，前列腺素D2（PGD2），前列腺素E2
（PGE2），前列腺素F2a（PGF2a）和前列环素（PGI2）。它们由两种酶的作用产生，即细
胞溶质磷脂酶A2（cPLA2）和环氧化酶（COX）。Song等证明缺乏cPLA2和COX的雌鼠不能产
生PG，从而引起显著的种植缺陷。cPLA2敲除小鼠也表现为继发于延迟种植的妊娠失败和低
产仔数。补充外源性PG可以在适当的时间内恢复胚胎的种植。目前尚不清楚PG的表达减少
是否会抑制人类的生育力，因为缺乏PG的小鼠是能够生育的，但是存在细微的调节。因
此，我们假设在人类存在导致延迟种植的相似过程，其可以引起早期流产。PGs在人类胚胎
种植和妊娠晚期异常中所起的作用应该被进一步探讨。 
 
同源基因 
同源基因HOXA-10和HOXA-11与子宫内膜容受性有关。在小鼠中这些基因的突变可以导
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致种植失败（Cavagna & Mantese，2003；Daftary & Taylor，2001）。人类子宫内膜的生
长和发育与这些基因有关，并已证明它们在分泌中期的种植窗期明显上调。已证明，有
HOXA-10或HOXA-11纯合子突变的雌鼠是不能生育的，这归咎于子宫内膜因素（Satokata et 
al.,1995）。据Benson等所述，HOXA-10基因可能在形态发生过程中起到了非常重要的作
用，包括形成适宜形状的生殖道和适合种植的成人子宫内膜。 
Taylor等发现，子宫内膜异位症妇女的HOX基因表达发生了改变，这引起子宫内膜分子
组成改变，从而导致子宫内膜容受性下降。这些发现进一步支持了HOX基因表达在种植过程
中可能具有重要作用的观点。 
 
血管发生 
母胎界面的血管生长是保证胚胎成功种植和发育的主要成分。滋养细胞、自然杀伤细
胞和其他类型细胞负责这方面的发展。众所周知，滋养细胞产生血管生长因子（Cross et 
al.,2002；Torry et al.,2007），在子宫内膜向分泌期转化期间，未产粒的子宫自然杀伤
细胞（uNK）前体被募集到子宫内膜上。孕激素使这些uNK前体向大的产粒的uNK细胞发育。
这些现象似乎出现在种植期间，而且在怀孕初期释放血管生成相关细胞因子及随着妊娠进
展形成螺旋小动脉方面发挥了重要作用（Leonard et al.,2006）。小鼠体外模型显示，孕
激素可以上调蜕膜IL-15，IL-15又反过来激活uNK群（Leede- Bataille et al.,2005）。 
在怀孕早期，其他细胞比如B和T淋巴细胞也参与到血管形成过程中。已证明，B淋巴细
胞表达c-Myc癌基因，这种癌基因可以通过产生血管内皮生长因子（VEGF）来诱导血管生成
（Ruddell et al.,2003）。众所周知，VEGF是血管增生过程中生成血管的物质（Tammela 
et al.,2005）。在围植入期，特定的VEGF受体表达并通过调节血管通透性来发挥功能优化
囊胚的植入。受体包括VEGFR-1、VEGFR-2和NRP-1（Halder et al.,2000； Torry et 
al.,2007）。已证明，在种植和早期胎盘发育过程中，VEGF的功能和表达对血管形成有至
关重要的作用，干扰此过程可以导致种植失败和早期流产。 
 
胰岛素样生长因子- II  
人们认为胰岛素样生长因子及其结合蛋白负责分化、子宫内膜生长、血管生成和细胞
凋亡（Cavagna & Mantese，2003）。特别指出的是，IGF-II是一种已知的调节滋养细胞功
能的介质，其在适当的胎盘发育和行使胚胎运输功能方面也是必不可少的（Herr et 
al.,2003）。已证明，滋养细胞表达IGF-II，而种植位点附近的血管也同样被证明表达
IGF-II受体，这表明 IGF-II可直接作为一种血管生长因子发挥作用（ Torry et 
al.,2007）。在小鼠中，IGF-II显示了其血管增生的潜力，其通过诱导血管生长因子如
VEGF和增殖蛋白来发挥这种潜力。胰岛素样生长因子被胰岛素样生长因子结合蛋白
（IGFBP）所调控（Cavagna & Mantese，2003）。Litcht等证明子宫内膜在LH峰后10日左
右分泌IGFBP-1，这正好与种植窗吻合（Licht et al.,2002）。IGFBP-1作为IGF-II的主要
调节因子，可能在子宫内膜容受性和种植方面发挥了重要的作用。 
 
白血病抑制因子 
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1992年，Hilton证明LIF是造血因子，其具有刺激小鼠髓样白血病细胞系的巨噬细胞分
化的能力（Achache & Revel，2006； Hilton，1992）。增殖、细胞存活和分化是LIF自分
泌和旁分泌的部分作用，研究者已经对LIF在囊胚发育和种植方面的功能进行了探索。
Stewart （Stewart，1994）的一项研究显示，缺乏纯合子LIF基因表达的雌鼠会表现为胚
胎种植失败，而为先前受累的小鼠补充LIF可以使胚胎成功种植，这进一步证明了其重要
性。在分泌中晚期，LIF的表达达到最大值。子宫内膜活检显示LIF mRNA在月经周期的第
18～28日表达，并且在第20日达到最大表达量（Charnock-Jones et al.,1994）。已证
明，不育和反复种植失败患者的LIF水平异常，这也说明了LIF是种植过程的一个基本要素
（Achache & Revel，2006）。临床前及临床试验已经对重组人LIF（r-hLIF）在改善子宫
内膜容受性方面的作用进行了研究（Brinsden et al.,2003）。鉴于LIF在种植过程中的重
要性，在不久的将来r-hLIF可能会成为优化子宫内膜容受性的重要工具。 
 
血清和糖皮质激素诱导的蛋白激酶1（SGK1） 
最近，Feroze-Zaidi等证明不明原因不育或IVF后反复种植失败妇女的腔上皮细胞在分
泌中期的容受期（相当于种植窗期）表现为SGK1基因表达异常（Fakhera et al.,2007）。
上皮Na+通道（ENaCs)的调节是由SGK1所控制的。因此，子宫流体内稳态直接受SGK1的影
响，SGK1可以降低子宫内膜容受性并破坏成功的种植。分化的人子宫内膜间质细胞
（HESCs）也可以激活SGK1，SGK1可以刺激泌乳素(PRL)的表达，PRL是最重要的蜕膜标记基
因（Brosens & Gellersen，2003，2006）。 
FOXO蛋白是已知的能够调控与凋亡特性有关的基因的蛋白，同时其还调控与分化、细
胞周期阻滞、 DNA修复和抗氧化相关的基因（ Fakhera et al.,2007； Sunters et 
al.,2003）。调控FOXO蛋白表达的转录因子的磷酰化受激酶类所作用，SGK1属于激酶类，
其可以灭活这类蛋白质（Brunet et al.,2001；Rena et al.,2003）。分泌中期SKG1的活
性增加可以阻断种植，这种破坏作用是通过阻断调控Na+和水运输的ENaC的正常活性或阻断
局部的细胞凋亡来实现的。 
 
白细胞介素-6（IL-6） 
IL-6 是一种已知的经典的诱导活化的 B 细胞产生免疫球蛋白的细胞因子，另外发现，
其也行使 B-淋巴细胞系统外的多种功能。人们检测到人子宫内膜上 IL-6 的表达在黄体期
达到最高水平（Achache & Revel，2006）。IL-6 mRNA 的表达从分泌中期到分泌晚期呈平
稳增长，到分泌晚期后又再次下降。在种植的关键性窗口期，IL-6 的免疫反应性变得更易
被检测到。与间质相比，上皮细胞和腺细胞区域的蛋白质表达是最显著的。人们发现，在
种植窗期间， IL-6 受体不仅可以在子宫内膜上表达，而且在囊胚中也有表达，这就说明
了 IL-6 的旁分泌/自分泌在种植前期起到了重要作用。IL-6 基因断裂的小鼠实验显示，虽
然能够种植，但是其囊胚的生长发育情况不是很好（Achache & Revel，2006； Salamonsen 
et al., 2000）。 此实验提示纵使 IL-6可能不是种植的必需因素，但是在某些情况下其表达
缺失也是不育的原因之一。最近的研究发现复发性流产的患者其分泌中期子宫内膜上 IL-6 
m-RNA的表达受到抑制，因此这也支持了 IL-6 在不育中有重要作用的观点。 
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白细胞介素-1（IL-1） 
IL-1α，IL-1β和IL-1受体抗体（IL-1ra）都属于IL-1家族，都是免疫应答和炎症反
应至关重要的介导者。在过去关于小鼠的实验中，敲除IL-1的小鼠仍然可以成功种植，但
是有趣的是，接受腹腔注射IL-1ra的小鼠囊胚却不能种植到子宫壁上。Simon认为这是因为
IL-1ra可以下调腔上皮表面重要的结合素。在人类，人们观察到给予IL-1可以引起子宫内
膜上皮细胞（EECs）培养基中的整联蛋白β3表达增加，从而优化囊胚的种植（Achache & 
Revel，2006）。瘦素也被证明可以增加整联蛋白β3的表达。有趣的是，IL-1β可以行使其
刺激瘦素分泌和上调EECs上其Ob-R受体的功能。已证明，人子宫内膜上皮内的IL-1 RⅡ
mRNA及其蛋白的表达在黄体期达到最大水平，同时证明，在种植窗期间，IL-1抗体表达减
少。这项发现提示在种植的关键时期抑制IL-1抗体的表达可以实现最完美的成功种植
（Boucher et al.,2001）。 
与对照组相比，子宫内膜异位症的妇女其腹水（PF）和血清中IL-1α和IL-1ra显著增
加，这可能是引起这类患者发病和不育的原因之一（Kondera-Anasz et al.,2005）。 
 
瘦素 
作用于内分泌和旁分泌水平的瘦素与体质量和生殖功能的调控有关（Cervero et 
al.,2004）。瘦素是 OB 基因（肥胖基因，减肥蛋白基因）的产物。对啮齿类动物的研究显
示，配体-受体系统对种植来说是必不可少的。子宫内膜上与瘦素相关的受体包括总瘦素受
体（OB-RT）、长型（OB-RL）和 HuB219.1、HuB219.3 短亚型。小鼠实验显示，ob/ob 变异
的小鼠表现为肥胖和不育。用外源性瘦素治疗后，这些小鼠可以恢复生育力，但是控制食
物却不能恢复，这说明瘦素是维持正常生育功能的必要条件（Cervero et al.,2004）。另
外，已证明，瘦素可以增加整联蛋白 β3 的表达，整联蛋白 β3 是一种维持子宫内膜容受性
和囊胚种植所必须的重要的配体蛋白。瘦素受体 OB-RT、OB-RL、HuB219.1 和 HuB219.3 都
在黄体晚期显示出其最大表达量（Achache & Revel，2006）。 
 
钙黏素 
钙依赖性细胞-细胞间的黏附机制与钙黏素有关，其属于糖蛋白类，包括N-、P-和E-钙
黏素，均显示出特殊的功能和特殊的组织分布。在所有的钙黏素中，有关种植的研究涉及
最多的是E-钙黏素。E-钙黏素它是普遍存在的，而且认为其作用是维持上皮细胞间的黏着
连接（Singh & Aplin，2009）。E-钙黏素的抑制可以引起细胞-细胞间黏附功能的障碍。
Riethmacher等证明E-钙黏素基因的定向突变可以导致小鼠植入前的发育缺陷。 
在黄体期，E-钙黏素mRNA水平显著提高，这似乎主要是通过细胞内钙离子水平来控制
的。黏着连接处E-钙黏素细胞支架的组构和分解是通过信号通路介导的钙离子水平的升高
来调节的。体外研究证明，降钙素可以引起细胞内钙离子水平的短暂升高，并抑制细胞接
触点的E-钙黏素。这些实验是由Li等用培养的Ishikawa细胞做的。 
降钙素似乎是重要的种植调节剂。孕酮可以增加降钙素水平，降钙素反过来又可以增
加细胞内钙离子浓度，从而调节E-钙黏素的表达。E-钙黏素似乎在子宫容受性方面发挥了
两种主要功能：①参与初始阶段的黏附；②在分泌阶段，孕酮和降钙素灭活E-钙黏素从而
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为上皮细胞分离和囊胚种植创造条件（Achache & Revel，2006）。 
 
细胞周期蛋白E和P27 
细胞周期蛋白是已知的控制细胞分裂期进展的蛋白。G1期向S期的转变是由细胞周期蛋
白E的限速步骤所控制的，然而细胞周期蛋白依赖性激酶抑制物p27可以阻止细胞周期的进
展（Kliman et al.,2006）。貌似细胞周期蛋白E的作用是参与增生，而p27主要是负责分
化（Dubowy et al.,2003）。与这些作用一致，雌激素可以正向调节细胞周期蛋白E，孕激
素似乎可以诱发p27占主导位置。细胞周期蛋白E在上皮细胞胞质内发挥活性，而p27仅在胞
核内发挥活性。虽然细胞周期蛋白E出现在月经周期的早期，但是其反应活性好像在周期的
第19日就迅速下降，这可能与其随后的转移有关，其向胞核内移动并在胞核内与p27结合而
灭活。 
子宫内膜功能试验（EFT）是指通过用免疫组织化学的方法（抗-细胞周期蛋白E抗体）
染色子宫内膜活检组织来评估细胞周期蛋白E，此试验也是鉴别异常发育子宫内膜的一种方
法（Dubowy et al.,2003）。EFT显示，细胞周期蛋白E的持续存在与腺体的发育停滞有关
（GDA），这种现象存在于不育妇女中。细胞周期蛋白E的过表达似乎表明这些细胞停滞在
月经周期的早期可能与p27的过早表达有关（Kliman et al.,2006）。在不久的将来，EFT
中细胞周期标记物及其相关的雌孕激素可以发展为评估不育患者子宫内膜容受性及外源性
激素补充后功效的重要工具（Kliman et al.,2006）。 
 
集落刺激因子 
CSF-1是诱导细胞增殖和分化的造血生长因子，属于单核-吞噬细胞系。Pollard等证明
CSF基因变异的op/op小鼠表现为骨骼多种缺陷和种植率下降。另外一些研究显示CSF-1也是
排卵时重要的因子。与野生型小鼠相比，op/op小鼠表现为较低的卵泡发育率和排卵率。已
经证明，与孕前CSF-1水平较高的妇女相比，孕前CSF-1水平较低的妇女更易发生复发性流
产（Cavagna & Mantese，2003）。 
3．临床意义 
人们为了了解和探索新的子宫内膜容受性标记物而进行了持续性研究，这仍然是生殖
内分泌学领域的热点和重点问题。Haouzi等近期的研究发现了一种在种植窗期由人子宫内
膜表达的新基因（Haouzi et al.,2009）。此信息连同先前讨论的生物标记物的知识促使
研究者探寻一种更完善的方法，以便更好地应用在自然周期的子宫内膜活检组织中，特别
是IVF周期不成功患者的子宫内膜。这些研究的目的是为了更好地了解囊胚种植的环境要
求。这些知识可能会降低种植失败率，并且在IVF周期中为单胚胎移植创造最佳的可接受性
环境。 
4．未来应用 
因为近期人们对子宫内膜容受性高度关注，所以研究子宫内膜因子的新方法已成为当
下的研究热点，并且这些新方法将在不久的将来成为探究不育原因的常规程序，这已不足
为奇。最近进行的研究对IVF和IUI患者胚胎移植前子宫内膜的分泌物进行了分析。Boomsma
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等（Boomsma et al.,2009）近期对不同细胞因子的分泌情况进行了评估，其中包括白细胞
介素、肿瘤坏死因子-α、巨噬细胞移动抑制因子、嗜酸细胞活化趋化因子、单核细胞趋化
蛋白-1和肝素结合表皮生长因子（Boomsma et al.,2009）。这些新颖的方式可能会在不久
的将来为子宫内膜缺陷提供新的疗法。 
5．结论 
种植是在不同的细胞因子、激素和免疫调控机制的准时、精确作用下的复杂过程，需
要同步事件和化学反应的协同作用。正如前面所讨论的，“种植窗”相当于月经周期的第
20～24日这一较短的时间段，在此期间子宫内膜开始变得对接近的囊胚具有可接受性。在
月经周期的第一阶段，雌激素是主导激素，可以引起子宫内膜细胞的增殖。在月经周期的
晚期，排卵后黄素化卵泡分泌的孕激素可以诱导细胞分化。 
大约于排卵后5～6日，囊胚进入子宫腔内并寻找适合种植的充分准备的子宫内膜。诸
如先前所讨论的生物标记物就是确保此过程成功的关键。选择素和黏蛋白在诱导囊胚到达
可接受性子宫内膜时发挥了作用，而结合素和钙黏着糖蛋白充当着床时的黏附分子。这种
生物标记物和定时事件的完美编排引导科学家们去更好地了解子宫内膜及其在种植期间所
起的作用。在过去的几十年间，人们在提高排卵和胚胎质量方面做了很多努力。在已经取
得了显著进展的同时（比如IVF和其他辅助生殖技术），科学家们也开始意识到胚胎-子宫
界面处“沃土”的重要性。关于生物标记物和子宫内膜容受性的研究可能会在未来优化胚
胎种植方面发挥作用。对容受性标记物的筛选和对患者的相应治疗可能会增加IVF中的单胚
胎的使用率，从而降低多胎妊娠引起的诸多并发症。患者将会获得一系列的益处，他们可
以节省重复ART治疗所引起的高额费用，并避免了治疗失败后的情感沮丧。 
一些医师已经开始采用积极的方法来评估子宫内膜容受性，他们通过评估生物标记
物，比如结合素、细胞周期蛋白E、p27，甚至子宫内膜活检组织的基因来评估子宫内膜容
受性。在不久的将来，这些筛查可能会标准化，并且带来强有利的治疗措施，从而达到更
高的成功种植率。 
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1．引言 
    低温生物学是关于低温生物知识的一门学科。生育能力低温保存是生殖医学的重要分
支，主要包括对用于辅助生殖技术（ART)的配子（精子和卵子）、胚胎和生殖组织（卵巢
和睾丸组织）的保存。生殖细胞冷冻保存是指对精子或卵子的冷冻、存储和解冻，主要过
程包括首先将配子暴露于冷冻保护剂中、冷却到零度以下，储存、解冻，最后稀释和去除
冷冻保护剂，使之回到生理环境中继续生长。正确调整渗透压可以消除细胞内冰晶形成所
造成的损害，这对冷冻-解冻能否成功至关重要。 
    储存非冷冻的生殖细胞（如精子或卵子）和组织（如睾丸和卵巢组织）存在一些问
题，因为要实现供体与受体同步化很难，同时也存在传播疾病的可能，这就限制了此项技
术的广泛应用。冷冻的细胞或组织可以存储几个世纪，并能保持其遗传信息和功能几乎不
变，这也正是冷冻保存最具吸引力的地方。冷冻保存是建立在细胞物理特性基础上的，这
是为了降低非生理条件，如零下的温度、冰晶形成、离子和高溶质浓度对细胞膜的损伤，
更好的保护细胞的生存能力。因此，迫切需要一种适合多物种生殖细胞和组织冷冻保存的
最佳方法。目前有两种主要的冷冻保存方法：慢速（程序化）冷冻和玻璃化冷冻。他们的
主要不同是玻璃化冷冻过程中没有冰晶形成。然而，虽然生殖生物技术已被广泛应用，并
产生了一些针对牛精子和卵子冷冻保存的草案。但由于其效果不理想,故不能推广到其他物
种中。 
ART 为患者及具有商业价值或濒危物种的生育能力的保存提供了一系列的方法。尽管
如此，成功的冷冻保存生殖细胞和组织仍很困难。现在，科学家对引起低存活率的潜在低
温生物学原理越来越感兴趣，并在努力探索更好的低温保存技术。 
影响精子保存寿命的主要因素有保存温度、冷冻速率、保护剂的化学组成、冷冻保
护剂的浓度、活性氧（ROS）、血浆精液复合物、精浆成分和质量控制。精子冷冻保存方法
随着物种的不同而不同，这与他们固有的特性有关，此特性改变了制冷和冷冻中保护剂的
种类。 
 另一方面，与精子相比，卵子的获得数量有限，因此，冷冻保存方法应该能够保持高
存活率，以便更好的用于 ART 中。影响冷冻过程的关键因素之一是表面积与体积比。因为
卵子的体积比精子的大，所以卵子在冷冻保护剂中达到渗透平衡需要的时间比精子长。因
此，冷冻过程中，卵子会发生各种各样的损害，包括细胞骨架瓦解、染色体和脱氧核糖核
酸（DNA）异常、纺锤体崩解、等离子膜破坏和皮质颗粒过早胞吐导致透明带硬化等。 
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现在，越来越多的研究集中在于冻存睾丸组织的利用方面，因为睾丸组织内含有大量
不同发育阶段的生殖细胞。晚期生殖细胞（如精子细胞，精子）可以通过机械提取法或酶
消化法从冻存的睾丸组织中取回，而且现在也可以获得早期的细胞（如精原细胞）并使之
在体内进一步成熟。 
卵巢皮质含有成千上万的原始卵泡，这些卵泡由包绕着单层颗粒细胞的早期卵母细胞
构成。这些细胞对冷冻损伤不敏感，因为他们体积小并且没有透明带形成。虽然在很多物
种中都没有获得可重复的方法，但是已经证实动物配子可以在低温保存中存活，并且最近
的研究也取得了可喜的结果。 
2．发展史 
人类精子冷冻保存应追溯到 1776 年，当时 Lazaro Spallanzani，一位意大利牧师、
科学家，提出精子被雪冷却后能保持在静止状态。1866 年，Mantegazza 首次提出把战斗中
即将死去的士兵的冷冻精子运送回国以保证其后代的繁衍。 
在过去 50 年里，从基础科学理论中衍生出的关于冷冻保存生殖细胞和组织的技术得到
了可喜的发展。将理论技术与实验研究结合后取得了许多令人振奋的进步并且为寻找最优
冷冻保存方法提供了深刻见解。自 1949 年 Polge 等利用无意中添加了甘油的冷冻精子培育
出小鸡后，生育能力冷冻保存技术日益发展起来。此后，Bunge 和 Sherman（1953）发现用
10%的甘油处理人精子后再用“干冰”冷冻，其存活率较高。1969 年，Edwards 等第一个成
功地利用人卵子进行了体外授精。随后的数十年，辅助生育诊所和商业动物育种家利用冻
存精子成功地进行人工授精。虽然已经证实了精子在-196 ℃冷冻保存后仍能存活，但直到
加入冷冻保护剂后，先前冷冻精子的功能才表现了出来。1964 年，Sherman 首先证明了先
前冷冻精子使卵母细胞受精的功能。自 1969 年，第一例用冻精实现人成功妊娠的案例出现
后，大量人类精子便被冷冻保存，直到 1977 年第一个精子库在加利福尼亚建立。第一个体
外授精婴儿的诞生预示着已开始全球推广用 ART 技术治疗不育夫妇。这燃起了科学家们利
用冷冻技术保存剩余胚胎以供将来使用的兴趣（Kelly et al.,2003）。后来，保存生育能
力的方法从精子冷冻保存扩大到卵母细胞和胚胎的冷冻保存。 
3.低温生物学基础 
冷冻保存是指将组织保存在-140 ℃～-200 ℃，在这个温度范围内组织没有任何生理
活性，这就产生了一种组织的“假死”状态，这种状态可以得到永久保持（Fuller & 
Paynter,2004）。冷冻的细胞和组织能储存几个世纪，并且其功能和遗传信息不会发生改
变，这使得此项技术很有吸引力。冷冻保存指冷冻-解冻过程，冻存会对细胞和组织造成损
害（Mullen & Critser,2007；Barrett & Woodruff,2010)。 
冷冻是指水以冰的形式分离出来，使液态溶质浓缩。此过程可能会产生两种冷冻损伤
即冰本身造成的损伤和液体性状改变造成的损伤。水存在于细胞的任何部位，这对大分子
和其他细胞结构如脂质膜的功能很重要。虽然水是一种万能的生物溶剂，但是也拥有维持
活细胞稳定性的独特性能。低温可对细胞结构和功能产生影响，水到冰的相变-这个过程对
细胞的存活是一个很大的挑战（Fuller & Painterm,2004）。冷冻可以对细胞产生直接危
害，例如；钠泵对调节细胞的体积起关键作用，而冷冻能关闭钠泵，导致细胞膨胀
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（Leaf,1959）；膜脂质变可能本身就是有害的，另外他也会对膜结合酶的反应速率产生重
大影响（Lyons,1972）；难溶性物质可能会沉淀，解离常数发生变化，最终导致溶液的成
分和 PH 值改变（van den Berg,1959；van den Berg and Rose,1959）；在自身温度下降
过程中一些细胞会受损甚至死亡，尤其是冷冻速度过快会产生一种叫做热休克的现象
（Lovelock,1955）。 
为了保护活细胞和组织的结构完整性，一种假设是细胞内大块冰晶形成对细胞产生致
命的损害（Mazur,1977），因此冷冻保存技术专注于其在低温下的损害保护机制，以试图
保护组织的活力（Muldrew & McGann,1990）。人们采用了一些方法，如降低冰晶形成总量
（Farrant et al.,1977）或阻止冰晶形成（Mazur,1963）来了解和避免冷冻过程中潜在的
损害条件。 
细胞环境内冰晶的形成会引发一些改变，而细胞必须对此予以回应。在冷冻过程中，
所生成的冰晶形态与许多因素有关，包括溶质成分，冷冻速率和温度。当细胞悬液冷却到
冰点以下时，水会以冰的形式从等渗溶液中分离出来，这就增加了非冷冻部分溶质（如：
盐）的浓度，并因此增强了渗透压，这虽然有助于减少细胞内冰晶的形成，但也会使细胞
严重脱水并引起细胞损伤和死亡。在-0.56 ℃冷却等渗盐溶液（0.15 mol/L）时，随着冷
却继续，冰被进一步分离出来，剩余液体中盐进一步浓缩。剩余溶液的体积进行性缩小而
浓度逐渐增加，直到-21.1℃时盐溶液浓度达到 5.3 mol/L；在这个温度即共晶点时，剩余
溶液发生凝固。因此，当细胞悬浮于冷冻的等渗盐水中时，氯化钠浓度会增加 32 倍。在混
合溶质中，摩尔浓度也发生类似的变化，但是不同溶液的溶解度特点不同，其成分也不同
（Pegg,1976；2007）。细胞体积变化的动力可能与细胞膜损害有关，膜损害由一些机械方
式造成，例如质膜拉长甚至破裂（Leibo et al.,1978； Mazur & Schneider,1986）。 
一般来说，冰晶完全形成于细胞外，这与几个因素相关：第一，当热量从标本的外表
面被传导出去后，细胞外液通常会达到最冷点。第二，细胞外液形成一个大间隔，同时细
胞内形成很多小间隔，在间隔内能否形成冰晶与间隔的大小有直接关系，这就不可避免地
在大量细胞内部冻结之前细胞外液就已出现冰核。一旦冰晶开始形成，便会传导到所有间
隔直至达到平衡。因此，虽然少量细胞应该在细胞外冷冻开始之前先进行内部冷冻，但是
一旦细胞外已形成冰晶它便会在此部位继续蔓延，另外，因为主要的细胞溶质不能穿过细
胞膜，所以随着细胞外渗透压的升高细胞将会脱水。因此，细胞会萎缩，只要冷却速度缓
慢到足以让水离开细胞以维持平衡，细胞内就不会形成冰晶。因此，为了提供保存生命的
稳定条件，了解如何冷冻是很重要。 
虽然细胞内没有冰晶形成时，细胞和组织可以被成功的冷冻并储存到液氮中，但如果
在解冻过程中操作不当仍有形成冰晶的危险。如果标本解冻速度较慢，冰晶形成和/或体积
增大会导致更多的损害；然而，如果标本解冻速度足够快，冰晶形成和增长的时间就所剩
无几（Fabbri,2006； Fabbri et al.,2006）。 
当表面能量大的小冰晶溶解和较大的冰晶增长时，冷冻标本会发生再结晶现象，再结
晶的速度随温度升高而升高（Mazur & Schmidt,1968）。虽然冰的总量随着温度的升高而
降低，但在复温时，细胞内外仍会有再结晶现象。已证明，在形成少量细胞内冰晶的条件
下冷冻的细胞，当复温速度较快时，会完好地复原。当复温速度较慢时，细胞内再结晶现
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象会对其造成不可挽回的损害（Mazur et al.,1972；McGann & Farrant,1976）。这表明
只要复温时能阻止冰晶重结晶穿过细胞膜，渗透压梯度对细胞膜造成的损害是可以修复
的。1980 年 Law 等提出在冻融过程中受损害的细胞也有类似的修复机制，这就解释了为什
么在细胞内冰晶形成后仍有 6%的细胞保留了其屏障性能。解冻后，去除冷冻保护剂的过程
也会对细胞造成损害。如果把细胞迅速放到低浓度冷冻保护剂中，水会迅速进入细胞内，
使细胞膨胀甚至破裂。因此，常规用一系列浓度递减的冷冻保护剂缓慢去除细胞内的冷冻
保护剂并使细胞逐渐再水化。另一个选择是利用非渗透性冷冻保护剂如蔗糖降低递减程序
中的渗透性损伤（Shaw,2000）。 
4．冷冻保存方法 
慢速（程序化）冷冻和玻璃化冷冻是最常用的两种配子冷冻方法。程序化冷冻使用低
浓度冷冻保护剂进行冷冻，但这些冷冻保护剂有化学毒性对细胞易造成渗透损害；玻璃化
冷冻是一种快速冷冻方法，其使用高浓度的保护剂快速冷冻，减少了冷冻损害，且无溶液
影响或结晶的风险（Arav et al.,2002）。 
4.1 慢速（程序化）冷冻 
慢速（程序化）冷冻是传统的冷冻保存程序，此程序使用较低浓度的冷冻保护剂（1.5 
mol/L），其对细胞或组织有少量毒性且需要昂贵的设备。当添加冷冻保护剂后，细胞出现
脱水，随后保护剂和水渗透使之恢复等渗体积。一般来说，用程序化冷冻仪缓慢冷却细
胞，能使标本在不同速率下冷却；卵巢组织结晶前的冷却速率为 2 ℃/min,结晶后的冷却
速率为 0.3 ℃/min，以确保在冰晶形成前组织已完全脱水。减少细胞内冰晶形成的最佳冷
冻速率随着细胞和组织不同而不同（Fuller & Painter，2007）。 
一般认为，在慢速冷冻时，细胞损害与细胞内外电解质浓度有关，而冷冻保护剂能降
低这种累积损害。实验数据支持这种解释，实际上，人红细胞在氯化钠/甘油/水中冷冻时
的损伤程度可以通过增加溶质浓度进行定量评价。此外，在高浓度甘油存在时，即使溶质
的浓度再低也会产生一定程度的损害，看来甘油本身就是损害元素（ Barbas & 
Mascarenhas,2009）。 
4.2 玻璃化冷冻 
传统冷冻方法为避免冰晶形成，使用低浓度冷冻保护剂慢速冷冻。玻璃化冷冻则使用
高浓度冷冻保护剂超速冷冻。1985 年，首次报道了玻璃化冷冻在鼠胚中的应用（Rall & 
Fahy,1985），其后在动物生殖学中得到了进一步发展（Ali & Shelton,1993）。1999
年，报道了第一例用玻璃化冷冻的人卵母细胞成功妊娠并分娩的例子（Kuleshova et 
al.,1999）。自此，科学家们对玻璃化冷冻的兴趣越来越浓（Liebermann et al.,2002；
2003）。玻璃化的物理定义是在低温环境中溶液发生凝固，不是在冷却过程中形成冰晶而
是黏度极度增高，这样把细胞或组织放入冷冻保护剂中并直接投到液氮中。冷冻保护剂很
大程度上取代了水。冷冻速度达到 15,000-30,000 ℃/min 时水从液态直接变为玻璃化状
态。这种方法中没有冰晶形成，所以不会对细胞或组织造成伤害。从技术角度讲这种方法
很有吸引力；不幸的是，高浓度冷冻保护剂会对细胞产生毒性。溶质毒性是使用玻璃化冷
冻保存的最大缺点，即使用很高的冷冻速率。只要冷冻速度快得足以阻止冰晶形成，就可
以在冷冻时减少冷冻保护液的浓度以降低其毒性（Herrero et al.,2011）。 
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5．冷冻保护剂 
通常情况下细胞内形成冰晶是致命的，以溶质损害为主。而在细胞和组织中细胞外冰
晶起着重要作用，其可以通过充分地降低冷冻速率来避免。冷冻保护剂被定义为是一种能
在冷冻保存中增强细胞活性的复合物，主要被用于减少任何预定零下温度下所形成的冰
量。只要加入足够的冷冻保护剂，就可以避免冰晶聚集，从而使溶液成玻璃状。但高浓度
冷冻保护剂产生的渗透性损害和毒性损害成了关键问题。可以通过计算实际可能性进行优
化的方法来充分理解冷冻保护剂在细胞和组织中的进出过程，但直接实验的方法仍然对冷
冻保存过程的其他方面的发展起着重要的作用。 
冷冻保存介质即冷冻保护剂，能减少冻融精子时所产生的物理和化学的应力（Gao et 
al.,1997；Purdy,2006）。冷冻保护剂分为渗透性和非渗透性。渗透性冷冻保护剂（甘
油、二甲基亚砜、乙二醇、丙二醇）能使脂质膜和蛋白重排，从而增加了膜的流动性，增
强了低温下的脱水，减少了细胞内冰晶的形成，提高冷冻存活率（Holt,2000）。此外，渗
透保护剂是一种溶剂，能溶解冷冻保存介质中的盐和糖（Purdy,2006）。非渗透保护剂 
（蛋黄、脱脂乳、海藻糖、氨基酸、右旋糖酐、蔗糖）不能通过脂质膜，只能在细胞外发
挥作用（Aisen et al.,2000）。因此，非渗透保护剂能够改变脂质膜，或作为一种溶质，
降低介质的冰点，减少细胞外冰晶形成（Amann,1999；Kundu et al.,2002）。 
对甘油冷冻保护作用的历史性发现是在 1984 年，当时 Polge 等（1949）发现鸡的精子
在 1.1mol/L 甘油中冷却到-76 ℃，解冻后仅有少量损害。实际上许多常用的冷冻保存剂能
穿透细胞膜，产生一些问题，而这种穿透细胞膜的性能在冷冻时是不需要的。渗透性冷冻
保护剂如甘油和二甲基亚砜（DMSO）比水的渗透速度慢得多，因此它们会产生渗透瞬变，
其严重程度和持续时间随着化合物和细胞的不同而不同。一般而言，渗透干扰在解冻和重
悬浮细胞（溶质脱离细胞）期间的影响比在最初的平衡和冷却过程（溶质进入细胞）中的
影响更严重。因为相对于皱缩，细胞对膨胀更敏感。在解冻和后续的操作中降低渗透干扰
非常重要，因为它们可能会对储存的细胞和组织的产生严重损害。 
最常用的精子冷冻保护剂是甘油。与非渗透性冷冻保护剂相似，甘油通过细胞脱水产
生的渗透刺激发挥细胞外作用，因此减少细胞内可冻结水量。甘油可以穿过细胞膜在细胞
内发挥作用，从而降低脱水所引起的细胞内渗透应力。这是通过替代维持细胞体积的细胞
内水，与离子和大分子交换，并抑制水的冰点来实现的。渗透性冷冻保护剂（取决于所使
用的浓度）是有毒的，并能导致细胞膜损害及降低精子活力。与确定最适当的冷冻速率及
冷冻保护剂浓度和类型有关的重要细胞特征是表面体积比、细胞膜对水和冷冻保护剂的渗
透性（和相应的活化温度）、细胞膜承受生理应激的能力。不同物种精子的细胞形态、体
积、细胞器大小和组成等遗传特征不同，故冷冻时采取的方法也不同（Medeiros et 
al.,2002）。 
目前，在生育能力保存技术中应用较广泛的渗透性冷冻保护剂（CPs）有三种：二甲基
亚砜（DMSO）、乙二醇（EG）和丙二醇。这些保护剂有相似的属性：低温水溶性，细胞渗
透性和相对较低的毒性。然而，每种 CPs 仍然有不同程度的膜渗透性，这已在哺乳动物卵
母细胞中得到证实。 
6．种质的冷冻保存 
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6.1 为什么冷冻保存遗传物质？ 
辅助生殖技术（ART）为患者和具有商业价值的或濒危物种的生育力保存提供了一系列
的方法。冷冻保存作为一种种质保存方法，已用于农业、水产业、生物工程和保护濒临灭
绝的物种中（Holt,1997； Andrabi & Maxwell,2007）。 
生育力冷冻保存是一个新兴领域，它包括多种治疗方法，主要是针对一些希望通过治
疗能对未来的生育力产生影响的患者。虽然生殖能力保存多用于抗肿瘤治疗的患者，但也
用于患有狼疮、肾小球肾炎、脊髓发育不良和年轻的卵巢早衰（POF）的患者（Jensen et 
al.,2011）。 
目前的迹象表明精子的储存相当广泛，包括未来可能对男性生殖系统造成损伤的各种
情况和环境。众所周知，精子冷冻保存主要影响其活力（Donnelly et al.,2001）。自从
通过卵胞浆内单精子显微注射（ICSI）使一条可用精子使卵子受精之后，精子冷冻库得到
了很快发展（Palermo et al.,1992）。与注射新鲜精子相比，子宫内注射解冻精子的成功
率较低（Sherman,1973），但只要解冻精子有活力，用解冻精子行 ICSI 也能成功
（Kuczynski et al.,2001）。ICSI 可以使那些仅有少量幸存的精液精子甚至睾丸精子的
男人使其配偶的卵子受精。ICSI 为一些精子质量和数量很低或精子来源不能再生的患者提
供受孕及分娩的机会。 
对于濒危物种，遗传物质的冷冻保存已用于对其遗传管理计划和遗传信息库
（Holt,1997）。现在，精子库更多用于保存罕见的家养品种（牛、绵羊、山羊和猪），但
是利用精子库对濒危物种进行管理和保存的理念也正在广泛推广（Roth et al.,1997）。
为了最大限度地提高遗传多样性，挽救一种珍贵的牛科动物就需要从 25 头不同的雄性牛科
动物中收集 1,000份精子进行保存 （Comizzoli et al.,2000）。 
如今，精子冷冻保存还有其他生物用途。 其也可以用于解决濒危物种精液和 DNA 保
存的问题，从而保护物种多样性。在辅助生殖中配子的冷冻保存很重要；卵子或精子的长
期保存对那些将来要做 IVF 和人工授精的患者很重要，或者当捐赠者由于地域差和时间差
而雌雄配子不能同歩时，冷冻保存就是唯一的选择（Luvoni & Pellizzari,2000）。精
子、卵子和胚胎的冷冻保存可以为活着的或去世的濒危种群的男性或女性提供一种拯救遗
传物质的潜在工具（Ciani et al.,2008；Cocchia et al.,2009；2010）。 
睾丸组织的冷冻保存至少使两种患者受益：接受化疗或放疗的青春期前的男孩和接受
睾丸活检的不育男性。尽管有人试图利用激素治疗保护生殖上皮（Meistrich et 
al.,1996；Thomson et al.,2002），但在治疗肿瘤期间，青春期前的男孩经常会丧失产生
精子的能力。尤其在骨髓移植时，精子的损害通常是不可避免的，同时 Leydig 细胞也可能
会遭到破坏（Siimes & Rautonen,1990）。在临床，青春期后的男孩和男人中，精液冷冻
保存已经建立和并得到广泛的应用。另外对于他们来说，肿瘤治疗后自然生育能力的恢复
也是一大益处（Song et al.,2010）。 
由于供体-受体的同步化困难和传染病病原体的潜在传播，管理非冷冻生殖细胞（如精
子或卵母细胞）和组织（如睾丸组织或卵巢组织）是存在问题的，这就限制了这些技术的
广泛应用（Woods et al.,2004）。随着将低温生物学引入辅助生殖，人们意识到了大量关
于配子和/或胚胎储存的道德伦理问题（Kelly et al.,2003）。 
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6.2 精子冷冻保存 
应用最广泛的哺乳动物精子冷冻保存方法由一系列非生理性步骤组成，包括高渗性冷
冻保护剂的添加、冷冻、复温和冷冻保护剂的去除。一些研究专注于决定最佳冷冻保护剂
添加和去除、冷冻和复温速率的基础生物物理条件上（Morris et al.,1999）。基于此方
法，理论上是可以计算冷冻保存剂的最小用量的。精子冷冻保存已成功用于人和牛科动物
的生殖技术。此类精子最成功的冷冻保存方法是首先用慢冷冻速率（1～5 ℃/min）将精子
从室温降到植冰温度，然后于冰晶形成后，再由蛋黄-柠檬酸介质缓冲的甘油中快速冷冻
（100～200 ℃/min）。 
在从体温降到接近冰点的过程中，哺乳动物的精子非常敏感。人们观察到，被称为冷
休克的精子损伤表现为复温后不可逆的活力丧失。另外，人们用不能穿透完整质膜的染料
来观察细胞内染色，发现冷休克能够影响细胞的其他功能，比如膜丧失渗透选择性。电镜
下，冷休克最明显的表现为顶体膜的破裂。 
冷冻过程中发生超微结构、生化和功能的变化，会损害精子在女性生殖道内的运输和
生存，并降低家养品种的生育力（Salamon & Maxwell,2006）。冷冻保存时精子对外界环
境更加敏感（Bailey et al.,2000）。冷冻后细胞膜的通透性增加，这可能是由于特异蛋
白通道膜泄漏增加的后果。冷休克降低细胞膜对水和溶质的渗透性，并损害顶体膜
（Purdy,2006）。钙调节影响精子获能及质膜和顶体膜的融合，对细胞功能有极大的损
伤，包括细胞死亡。在冷冻过程中，获能时精子膜结构发生重组。人们检测到公羊的超微
结构损害比公牛要大，主要损害发生在质膜和顶体膜、线粒体鞘和鞭毛轴丝中（Salamon & 
Maxwell,2006；Barbas & Mascarenhas,2009）。 
对精子玻璃化冻存的研究较少。传统的玻璃化冷冻技术不能用于冻存人类精子，因为
冷冻时使用的高浓度渗透保存剂（30%～50%）会导致致死性的渗透休克损害。这也是为什
么玻璃化冷冻主要用于卵母细胞和胚胎的原因所在。另一种选择是对非常小的标本进行快
速冷冻和解冻。已证实利用没有冷冻保护剂的冷冻环对人的精子进行玻璃化保存是可行的
（Nawroth et al.,2005）。此外，为什么没有冷冻保护剂也能进行玻璃化冷冻呢？这可能
取决于人类精子的大小和相对于其他哺乳动物（公猪、公牛、公羊、兔子、猫、狗、猪和
马）的更佳稳定性。另外，在人精子中，非渗透性水的量较多，并且与一些大分子结构如
DNA，组蛋白和透明质酸酶等相结合（Thurston et al.,2002）。因此，精子内高分子量复
合物的数量比胚胎高 6～16 倍，从而增加了黏滞性和玻璃化温度。与慢速冻融精子相比，
玻璃化冷冻的精子 DNA 完整性更好。这些研究证实可以接受大范围的精子冷冻速率
（Isachenko et al.,2003；2004a；2004b； Nawroth et al.,2005）。 
一些中心提供睾丸组织的冷冻保存，但仍处于实验阶段；其未来的潜在用途包括将精
原细胞体外培养成精母细胞或者把生殖细胞移植到自体睾丸组织中。 
7．女性种质冷冻保存 
7.1 前言 
在过去的 55 年里，生殖生物学即 IVF，包含对胚胎和卵子保存（ Fuller & 
Paynter,2004）。现在，对于那些想要保存遗传物质以备将来使用的女性患者来说，胚胎
或卵子的冷冻保存是唯一的选择。 
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利用保存种质（卵子和胚胎）来保护女性的遗传物质。通过保存卵巢组织和整个卵巢
移植后卵子成熟或自然妊娠实现。 
对地球上大多数物种来说，利用现代冷冻保存技术，只能对男性精子进行保存，对卵
子和任何阶段的胚胎却不行，主要是因为他们在大小、组成和相关结构上差别较大。因
此，即使是在慢速冷冻时，细胞内冰晶形成仍是主要问题。 
胚胎冷冻保存是生育能力保存的一种方法。关于胚胎冷冻保存成功的报道有
Whittingham（1977），Whittingham et al.（1972），Wilmut（1972）and Wilmut & 
Rowson（1973），这比 Polge（1949）成功冷冻精子晚了 20 多年。在很多年后冷冻模式形
成了一个基本方案（Willadsen et al.,1976；1978），并且这种方案目前仍被广泛应用，
因此，胚胎冷冻库有助于建立一个原始种群，其最终目的是放归荒野（ Ptak et 
al.,2002）。然而，进化使每个物种在很多方面具有独特性，其中之一就是高度特化的生
殖能力适应的发展，特化是定义一个物种的一部分。虽然在人类、牛、羊、鼠中，通过移
植冷冻-解冻胚胎产生了成千上万的后代，但是在许多其他物种中即使物种非常接近其成功
率仍较低（Abe et al., 2011；Aller et al.,2002）。 
迄今为止，包括人类、家畜和实验室动物在内，胚胎冻存的相关报道仅有 40 例左右。
对野生动物，尤其是濒危动物来说，冻存胚胎几乎是不可能的，而且获取卵子或胚胎的机
会也非常小。为了克服这一局限，研究人员发现必须在胚胎冻存所需的生殖技术发展过程
中，利用实验室、农场或伴侣动物作为模型。在某些情况下，人们发现了合适的模型物
种。例如，对家猫的研究有助于形成多种技术，将来用于研究非家养猫科动物中（Dresser 
et al.,1988； Pope et al.,1984；Pope,2000； Cocchia et al.,2010），或者牛可以做
为研究其他有蹄动物的模型（Loskutoff et al.,1995）。不幸的是，对于很多动物（如大
象、犀牛）来说，仍没找到合适的模型，研究者只能利用研究其他物种所得到的有限资源
来进行研究（Bilton & Moore,1976； Breed et al.,1994）。 
虽然对少数哺乳动物的胚胎进行冻存的尝试非常有限，但也取得了一些成功。从保存
角度来看，胚胎冻存对父母双方整个互补遗传信息保存很有利，但是通过获得胚胎来保存
女性有价值的遗传物质是不可能的。那么，在许多情况下，卵子和卵巢组织的冷冻保存成
为一种很有吸引力的潜在的女性生殖细胞保存的方法，以便在以后的辅助生殖中使用。
（Vajta & Nagy,2006； Abir et al.,2006； Whittingham & Adams,1974）。 
人类化疗和/或放疗可以引起大多数女性癌症患者发生卵巢早衰（POF）。一些患者可
能因为太虚弱或太年轻而不能经受生育治疗，或因为患有激素敏感性肿瘤而不能接受标准
的治疗方法。现在随着抗肿瘤治疗的不断改善，年轻女性肿瘤患者的生存率也在逐步提
高。然而，用于肿瘤治疗的电离辐射和抗肿瘤药物大多数烷化剂（如，白消安、卡铂、苯
丁酸氮芥、顺铂、环磷酰胺、达卡巴嗪、异环磷酰胺、噻替哌）常常引起 POF，使患者不
育。除此之外，用于治疗癌性和非癌性血液病的骨髓移植，也会最终导致卵巢衰竭，因为
骨髓移植前需要大量的放疗和化疗来破坏先前存在的骨髓。而且，可能除了乳腺肿瘤以
外，几乎所有的肿瘤在被诊断后不久就要启动化疗方案。因为取卵的准备和刺激一般需要
2～3 周或更长，所以为成年女性肿瘤患者冻存胚胎的方法通常是不可行的。即使对乳腺癌
患者来说，大部分人也不能成为卵子或胚胎冻存的候选者，因为高水平的雌激素可能会对
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原发肿瘤产生不利影响。另外，并不是所有患者都有能使她们的卵子形成胚胎以便冻存的
配偶。 
因此，对大多数生育年龄的女性肿瘤患者来说，迄今为止，还不能用辅助生殖技术来
为她们的生育能力提供保障。 
对将要面临抗肿瘤治疗的女性来说，卵巢组织和卵子的冷冻保存可以为将来生育潜力
的存储提供希望。 
由于伦理、宗教以及政府规定等原因，卵子的冻存为单身女性提供了未来的“社会选
择”。灵长类动物作为很多领域的人类研究模型，当涉及到冷冻保存雌性种质时，事情就
反过来了（Almondin et al.,2010；Cranfield et al.,1992）。企业需要将冻融移植技术
推行到养牛业以达到商业化水平（Abe & Hoshi,2003；Armstrong et al.,1995）。据国际
ET 协会的最新报道，到 2008 年全球大约有超过 300,000 个冻融牛胚被移植。牛卵子冷冻
非常成功，同时也促进了其他相关技术的发展，如超促排卵技术、捡卵技术和无需手术的
体外胚胎培养（IVEP）。 
在许多国家，尤其是南亚、欧洲地中海地区和南美，家养水牛是一种多用途的牲畜，
是边际农民和无地劳动者工作中不可缺少的劳动力来源。辅助生殖技术的最近进展包括超
促排卵，捡卵和卵子冷冻保存，为水牛优良基因的广泛开发和传播提供了无数的可能性。
虽然，马可能是第一种接受人工授精并从中受益的动物，但是它落后于应用胚胎移植和其
他卵母细胞和胚胎相关的现代繁殖技术的领域。 
虽然极少能采集到野生动物尤其是濒危动物的胚胎，但获得其卵子或卵巢是很有可能
的，最终也可以在死后获得。例如，雌性动物生殖组织的冻存是猫科动物辅助生殖程序中
的重要部分。配子的冻存是高效 ART 发展的重要工具，卵子的冻存能促进家养动物和野生
动物遗传信息的保存。已证实家养猫的卵母细胞可以作为相关野生猫移植细胞核的成功受
体（Cocchia et al.,2010）。 
生物多样性的维护具有保护珍贵的家养猫遗传信息的内在价值，也具有保存管理物种
相近的野生猫科物种的外在价值（Luvoni,2006）。对于不同野生物种如食肉动物和有蹄动
物，这些观点也是有效的。然而，已经利用一些物种，如人类（Chen,1986）、鼠、牛、马
（Maclellan et al.,2002）的冷冻卵子产生了其存活后代。可以在不同阶段进行冷冻前卵
母细胞的采集或体外胚胎培养。通过手术或者尸检的方法，从新生的或性未成熟的动物卵
巢或卵巢组织中能收集到非常早期的成熟或不成熟（GV）的卵子。也可以通过激素刺激和
非手术取卵的方法，从青春期后的女性和哺乳动物身上获得成熟（MⅡ）的卵母细胞。 
卵子需要发育到 MⅡ阶段 MⅡ期才能受精，否则受精几率会非常低（Luvoni & 
Pellizzari, 2000）。因此，体外成熟（IVM）程序应该着手处理非成熟卵母细胞，目前此
程序仅在极少数物种中得到了发展，其成功也是相当有限的（Krisher,2004）。此外，化
学刺激后非成熟卵子的采集破坏了自然成熟过程，因此即使这些卵子在体外成熟但其质量
已受到了影响（Moor et al.,1998；Takagi et al.,2001）。在卵母细胞成熟和卵泡生长
过程中，卵母细胞积聚了大量的 mRNA 和蛋白用于减数分裂的延续、受精和胚胎的发育
（Krisher,2004）。在 IVM 过程中由于缺乏整个支持系统，一些必需物质的生成被阻断，
最终导致卵母细胞质量欠佳（Krisher, 2004）。尽管对此进行了大量的研究（Coticchio 
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et al.,2004），但到目前为止，没有形态学的或其他的方法能够准确预测哪种卵母细胞的
发育潜能最佳。即使如此，可以清楚的认识到卵子的质量是 IVF 成功、早期胚胎存活、建
立和维持妊娠、胚胎发育、甚至是人类疾病的主要决定因素（Coticchio et al.,2004；
Krisher 2004；Wolf et al.,1989）。一旦所有这些难题被克服并牢记卵母细胞质量的重
要性，下一个需要克服的难题就是卵母细胞的冷冻保存（Allen，2010）。 
7.2 卵母细胞的冷冻保存 
7.2.1 影响卵母细胞冷冻的因素和解决方案 
卵子冷冻保存与精子和胚胎冷冻保存不同，哺乳动物卵母细胞的体积是精子的 3～4
倍，这大大降低了表面积与体积比，并使卵母细胞对冷却非常敏感，对细胞内冰晶形成也
高度敏感（Ruffing et al.,1993；Arav et al.,1996）。 
这个问题在脊椎动物（鱼类，鸟类，两栖类和爬行类）中更明显，这些动物的卵母细
胞比哺乳动物的要大（Guenther et al.,2006）。例如两栖动物的卵母细胞是人类卵母细
胞的 20～25 倍。冻存卵母细胞时要考虑到以下几个参数：细胞特征、冷冻保护剂的渗透
性、毒性、温度和在冷冻保护剂中的暴露时间。冷冻损伤是成功冻存卵母细胞的主要障
碍。据报道，冷冻损失会对细胞膜、微管、细胞骨架和透明带产生影响。人和鼠的卵母细
胞在冷冻保存后也会发生染色体异常。最引人注目的是，冷冻会对第二次减数分裂的纺锤
体产生影响，由于微管蛋白解聚造成微管断裂或分解。 
有几种方法已被用于克服冷冻所造成的损害。通过在整个过渡阶段快速冷冻或添加一
些物质如蛋白（亚麻油酸-白蛋白）、糖（蔗糖或海藻糖）、抗氧化剂（丁羟甲苯）来稳定
质膜以对抗卵母细胞热效应，使冷冻损害得到了明显改善。另外，在冷冻溶液中添加胆碱
和高浓度蔗糖更利于染色体的完整分离，这堪比新鲜采集卵母细胞（Willadsen et al.，
1974）。 
7.2.2减数分裂阶段的影响 
减数分裂阶段似乎影响冷冻卵子的存活率。冷冻保存过程中卵母细胞对冷冻的敏感性
差异与减数分裂过程中的细胞周期有关。第二次减数分裂中期（MⅡ）的卵子是非常脆弱
的，这主要是与它的大体积、含水量和染色体排列有关。在成熟卵母细胞中，减数分裂中
期染色体在纺锤体作用下沿赤道板排列。 
人们观察到，在降温和冻存时，由于减数分裂的纺锤体发生改变，从而导致成熟卵母
细胞的染色体畸变增加。MⅡ期卵母细胞对冷冻损伤较敏感，这是由于在慢速冷冻过程中，
中期纺锤体微管完整性被破坏，从而导致解冻后卵母细胞受精后出现非整倍体。MII 期卵
母细胞质膜渗透性较低，因而使水和冷冻保护剂（CPs）的运动减慢（Ruffing et 
al.,1993）。同时 MⅡ期卵母细胞被透明带包绕，这对水和 CPs 进出细胞又是一层附加的
障碍。在冷冻-解冻过程中，可能会发生过早的皮质颗粒胞吐作用，从而导致透明带硬化，
使精子不能穿入和受精，此过程可以通过卵胞浆内单精子显微注射(ICSI)技术或透明带下
精子注射来克服（Mavrides & Morroll,2005）。卵母细胞胞质内脂质含量较高，从而增加
了其对冷冻的敏感性（Ruffing et al.,1993）。同时它们的细胞膜肌动蛋白微管含量较
少，这使它们的细胞膜不够强劲。冷冻保存能引起细胞骨架分裂，染色体和 DNA 异常
（Luvoni,2006）。MⅡ期形成的纺锤体对冷冻损伤很敏感，同时也可能缺乏抵抗力
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（Ciotti et al.,2009）。然而，确实发现在解冻或复温和 IVC 后冷冻损伤有一定程度的
恢复，并且玻璃化冷冻比慢速冷冻恢复得快（Ciotti et al.,2009）。卵母细胞对活性氧
的损害更加敏感（Gupta et al.,2010）。虽然在冷冻保存方面取得了许多进步，但是尤其
对于卵母细胞（排卵的，成熟或不成熟的）来说，冷冻保存仍然不被认为是一个既定程
序，其当前的标签只是实验技术（Noyes et al.,2010）。 
冻存成熟卵母细胞的替代方案是冷冻已近成熟形态和刚开始减数分裂的卵母细胞，但
必须确保其成熟和进入 MⅡ前冷冻（Luvoni & Pellizzari,2000）。有证据表明冷冻生发
泡（GV）期的卵母细胞比冷冻 MⅡ的卵母细胞存活率要高。此外，冷冻 GV 期的卵母细胞的
纺锤体异常率较冷冻 MⅡ卵母细胞低。这个阶段的卵母细胞不含有对冷冻损伤敏感的微管
或纺锤体。然而，也有几个相矛盾的报道显示：未成熟卵母细胞比成熟卵母细胞对冷冻更
敏感，这可能与未成熟卵母细胞的细胞膜稳定性较低和特殊细胞骨架形成有关，也可能与
卵丘复合物的损害或成熟过程中卵丘细胞和卵母细胞间的沟通中断有关。即使 GV 期卵母细
胞解冻后存活率较高并且纺锤体损害较低，但是其低效的体外成熟方案使最终获卵率与冻
存 MⅡ期卵母细胞最终获卵率相似。 
目前已经证实采用程序化冷冻或玻璃化冷冻在冷却（核水平）、冷冻和解冻过程对未
成熟卵母细胞造成损害似乎很小（Luvoni & Pellizzari,2000；Arav et al.,1993）。可
以将窦前卵母细胞保存在于卵泡中，大约 10%的窦前卵泡在解冻并培养 1 周后有生理活性
（Nayudu et al.,2003）。虽然已对一些物种进行了尝试，但是促进卵母细胞生长并完全
成熟的培养条件仍是未知。唯一一个利用新鲜的（Eppig & O’Brien,1996）或冷冻-复苏
的（Carroll et al.,1990）初级卵泡产生幼崽的是鼠类。在猫科动物中也有非常有限的成
功报道，他们在 40%的乙二醇（EG）中进行玻璃化冷冻，仅 3.7%的体外成熟卵母细胞可以
发展到囊胚阶段进行 IVF（Murakami et al.,2004）。 
早期阶段卵母细胞体外成熟相伴随的问题是需要开发复杂的内分泌系统以及其他的培
养条件（例如氧气压力），以此保障和支持不同阶段卵母细胞的发育，确保卵母细胞的存
活。在很多物种中，需要有持续的时间来保证卵泡的培养。冷冻离体卵母细胞的另一个方
法是冷冻个体的原始卵泡，随后将其移植到卵巢囊内，在这里它们可以进一步成熟并最终
在自然交配后产生后代，这在鼠类中已经实现。另外一个方法是，可以将卵巢皮质组织或
整个卵巢冷冻或玻璃化，然后再解冻，将其移植并进一步在体内成熟（Candy et al., 
1995），或者将卵母细胞授精形成胚胎后冷冻保存。 
7.3 女性种质冷冻保存技术 
冷冻保存是将组织保持在在-140℃～-200℃，在此温度范围内不会发生任何生物活
性，组织处于一种可以长期维持的“假死”状态。它是降温和升温的过程，不是长期的冷
冻保存，这对细胞或组织是有损伤的。冷冻保存成功与否与组织、冷冻保护剂和所使用的
冻存管有关。 
最近几年，卵母细胞的冻存方法不断改进，包括改变慢冷冻介质中蔗糖和钠的浓度，
随着第一例玻璃化冷冻卵母细胞的成功报道和新颖冷冻工具的发展，冷冻卵母细胞的存活
率和妊娠率得到了持续的改进。现在，有两项基本的技术被用在女性生殖细胞冻存中，即
慢速冷冻技术（Whittingham,1977；Whittingham et al.,1972；Wilmut,1972；Willadsen 
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et al.,1976；1978）和玻璃化冷冻技术。在大部分 IVF 中心，慢速冷冻方法是一个标准的
操作程序，但是非常耗时。在慢速冷冻过程中，将种质逐步暴露于浓度较低的渗透性冷冻
保护剂（CPs）中。其培养介质中加入 1.0～1.5 mol/L 的甘油或 DMSO。其他冷冻保护剂也
被广泛应用，他们可以单独使用或组成不同的组合。这些保护剂包括渗透性 CPs 如乙二醇
（EG）和丙二醇（PROH）（Chen,1986）和非渗透 CPs 如蔗糖、葡萄糖或果糖。然后，种质
以较小的体积被装进麦管内，以-1～-2 ℃/min 的速度冷却到-7 ℃，在-7 ℃植冰，然后
以−0.3 ℃/min 的速度冷却到-30 ℃～-35 ℃，放入液氮前自由降温到-50 ℃。这个过程
一般需要 3 h。至今，没有足够的证据显示这么慢的冷冻过程是必要的。 
另一个改善卵母细胞存活率的方法是玻璃化冷冻。玻璃化冷冻是一个超速冷冻方法，
其需要 3 个主要因素：高冷冻速率、高黏度介质和小体积（Arav,1992；Arav et 
al.,2002）。高冷冻速率可以通过直接把样品放到液氮中来实现。把样品直接放入液氮中
可使冷却速率达到每分钟数百到上万摄氏度，这主要与容器、体积、热导率、溶液成份等
有关。为了加快冷冻速率，液氮浆取代了液氮。可以用真空将液氮变成液氮浆。想要得到
液氮浆，需要将液氮冷却到凝固点（-210 ℃）。利用真空仪 VitMaster（IMT LtdNess 
Ziona,Israel）产生浆状物，VitMaster 是一种能把液氮的温度降到-205 ℃～-210 ℃的
设备。卵母细胞或胚胎悬浮在黏性介质中。这是根据玻璃化过程中使用的不同 CPs 和其他
添加物的浓度和性能定义的。CPs 浓度越高，玻璃化转化温度（Tg）就越高，因此冰核形
成和结晶的机会就越低。不同的 CPs 和其他添加物有不同的毒性、渗透率和 Tg。不同的
CPs 结合后往往能增加介质黏度和 Tg，降低毒性。在畜牧业中，为了避免操作后复温胚
胎，并允许能直接进行胚胎移植，EG 因为穿透率较经常被作为渗透性冷冻保护剂使用
（Saha et al.,1996）。 
最近，由最小体积的 15%（V/V）EG，15%（V/V）DMSO 或 PROH 和 0.5 mol/L 蔗糖混合
而成的低浓度溶液被用于人卵母细胞的玻璃化冷冻中。这种方法进一步减少溶剂的毒性。
另一种减少溶液毒性的方法是利用 0.25 mL 的传统麦管实现冷冻保护剂的逐步平衡。冷冻
速率为 2，500℃/min，复温速率为 1，300℃/min。利用最小的体积，较高的冷冻速率可以
使其玻璃化。在过去的十年里，人们开发了很多减小样本体积的技术。这些技术通常可以
分成两类：表面技术和管技术。表面技术包括：电镜网（EM grid）、最小滴体积
（minimum drop size）MDS（Arav 1992；Arav & Zeron，1997）、冷冻薄膜（Cryotop）、
冷冻环（Cryoloop）、半麦管（Hemi-straw）、固体表面（solid surface）、尼龙网栅
(nylon mesh)、冷冻薄片(Cryoleaf)、直接覆盖玻璃化(direct cover vitrification)、
纤维塞（fiber plug）、玻璃化板（ vitrification spatula）、Cryo-E，  塑料片
（plastic blade）和 Vitri-Inga。管技术包括：塑料麦管（plastic straw）、手工拉制
的不封口的毛细管（open pulled straw，OPS）、手工拉制的封口的毛细管（closed 
pulled straw ， CPS ）、柔性吸管（ flexipetdenuding pipette ）、超细的 OPS
（superfine OPS）、冷冻尖（CryoTip）、吸管尖（pipette tip）、高安全性玻璃化仪
（high-security vitrification device）、手工拉制的密封的麦管（sealed pulled 
straw）、冷冻管（ Cryopette）、Rapid-i 和 麦管 JY（JY Straw）。这两种技术各有其
优点。表面技术中，小滴(<0.1 mL）能达到较高的冷却/复温速率，因为这些系统是开放
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的。冷冻管技术也可以在封闭系统中达到较高冷却率，此时样本不接触液氮，这使处理更
安全、更简单。降低玻璃化体积和增加冷冻速率可使 CP 的浓度适当降低，从而减少了毒性
和渗透损害作用（Barcelo-Fimbres & Seidel,2007）。冷冻薄膜技术也得到了改良，其使
用密封容器来储存以消除传播疾病的潜在威胁。 
 
7.4 卵巢组织的冷冻保存 
卵母细胞另一个来源是从冷冻保存的卵巢组织中得到。1mm 大的卵泡易在卵巢皮质中
被发现，吸取大于 5 mm的卵泡可以获得未成熟的卵丘-卵母细胞复合体。 
在处理卵巢组织过程中，较小的窦卵泡破裂释放出卵母细胞并落到皿的底部，其大小
和质量变化于无功能的裸卵到更大的有卵丘包绕的卵母细胞之间。从每个皿的底部收集卵
母细胞，并在体外成熟达 40 小时。在培养 24 小时，包绕在卵母细胞周围的卵丘颗粒细
胞，开始分裂导致卵丘细胞分化和膨胀。当培养到 40 小时，卵母细胞脱离卵丘细胞并进入
减数分裂阶段；我们把最终的 MⅡ期的卵母细胞玻璃化冷冻保存起来以备将来使用。虽然
有很多利用冷冻的体内成熟卵母细胞妊娠的报道，但是仅有极少数是用玻璃化冷冻的体外
成熟卵母细胞妊娠的，目前尚无利用慢速冷冻方法从冷冻保存的卵巢组织中获得的卵母细
胞体外成熟而妊娠的报道。如前所述，正常卵巢的皮层中充满了静止的、未成熟的原始卵
泡，在每 1mm3 的组织中有数以百计的原始卵泡。与冷冻胚胎和成熟的卵母细胞不同，皮质
层中原始卵泡内含有较小的卵母细胞，当组织被切成 1～2 mm×1～2 mm×10 mm 的小条时
这些卵母细胞冷冻后很容易存活。 
常用的卵巢组织慢速冷冻方案如下：首先在 1.5 mol/L 乙二醇和 0.1 mol/L 蔗糖中孵
化 20～30 min 后，将含有卵巢组织块的冷冻管以-2 ℃/min 的速度冷却至-7 ℃，植冰，
再以-0.3 ℃/min 的速度冷却至-40 ℃，在放入液氮储存前自由降温至-100 ℃。冷冻管在
37 ℃水浴箱中解冻，用浓度逐步降低的冷冻保护剂（1.5、1.0、0.5、0）亚甲基乙二醇清
洗组织块。 
冷冻卵巢组织的首次移植是在小鼠体内成功完成的，此后又在羊和灵长类动物中取得
了成功，它们的卵巢更像人类的卵巢。在过去的几年里，有 30 多例报道描述了把冷冻保存
的或玻璃化的组织异位移植到异位部位如前臂，以及原位部位如腹部或残余卵巢中。人们
发现，一般情况下，卵巢组织移植 3～5 个月内激素恢复其分泌周期，这标志着卵泡被重新
募集并开始生长。至今，卵巢组织移植已诞生了六个孩子。把卵巢皮质从卵巢上分离后，
将其切成细条，并按前述的方法对其冷冻保存；然而由于初级和次级卵泡较大，所以很难
在原位冷冻过程中存活。人们推测，分离单个的卵泡可以使冷冻保护剂更好的渗透，从而
有助于稳固卵泡细胞和卵母细胞间的自然连接。因此，我们可以把皮质切成较小的碎片
（2mm3）并利用一些酶（如裂解酶或胶原酶）将其间质组织分解，释放出小卵泡并冷冻保
存以供使用。已证实在小鼠、灵长类动物和人类中，用慢速冷冻方法能成功保存小的次级
卵泡。解冻后，单个卵泡被封装到 3D 介质中，如藻酸盐，这是一种从海藻中提取的水凝
胶，它允许氨基酸和激素自由通过，并可以作为卵泡发育的载体。已证明从青春期前的小
鼠卵巢中分离出来的新鲜卵泡在藻酸盐中培养 8天，能从 150 μm长到 350 μm。 
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8．结论 
在过去 20 年里，辅助生殖技术得到了广泛的应用，同时冷冻保存技术的发展和使用也
在迅速增加。冷冻保存技术是现代生殖治疗的一个重要的红利。目前已可以冷冻保存不同
发育阶段的配子和胚胎，这就为患者提供了一个满足其个人生育问题的选择空间。生殖细
胞和组织冷冻保存技术的发展除了改进了人类不孕症的治疗模式外，还帮助人类更好地管
理了家畜和实验室动物物种，并且更好地保护了生物多样性。 
总之，在辅助生殖技术中，冷冻保存技术的应用产生了一系列的道德和伦理问题，其
中很多问题尚未解决并将继续产生相当大的争论。 
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